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PROLOGO



El descubrimiento por M. von Laue en 1912 de la difracrifr
de Rayos X por cristales sequido de los estudios hechos por W.H.
Bragg y W.L. Bragg en sales inorg&nicas sencillas fué el punto de .
partida de las té&cnicas de difracci6n extendidas posteriormente a
electrones y neutrones. Su aplicacién a la determinacién de estructu
ras en los campos de la Fisica, Quimica, Geologfa y Mineralogfa qui-
z48 logra sus resultados mids espectaculares al conseguir resolver de
talladamente la estructura de complejos macromoleculares de interés
biolégico tales como proteinas, enzimas y 4cidos nucléicos. A la vig
ta de este &xito de las té&cnicas de difraccién en el campo de la Bio
logfa Molecular resulta sorprendente la poca atencién prestada a los
estudios estructurales mediante difraccién de membranas celulares co
mo la membrana citoplasm&tica, membrana nuclear y membranas de 6rga-
nos celulares. Probablemente la visién que la microscopfa éelectrbé6ni-
ca proporcioné de las c&lulas y sus componentes, entre ellas las mem
branas, .presentaba a €stas con una morfologfa consistente con los mo
delos existentes al respecto, guarda relacién con el retraso con que
empezaron a usarse técnicas de difraccibn en esté drea de investiga—-
cifn. Otra raz6n por la gue no se han usado técnicas de difraccibn,
puede ser debida a la complejidad y variedad de composicién y organik
zacibn que presentan estoc sistemas, y lo que quiz&s sea mis impor -
tante a la incapacidad de obtener cristales macrosc6picos de membra- -

na del tamafio apropiado para poder ser analizados mediante difraccib

Ante esta situaci6n y dado que la informacién que puede ob
tenerse con estas t&cnicas depende en gran parte del grado de orden
o la existencia de estructuras peribdicas en las muestras, se comen-
26 por estudiar aquellas membranas que ya en condiciones naturales

se presentan organizadas en multicapas cémo es el caso de la mielina -



del nervio, los segmentos abastonados de la retina, los cloroplas -
tos y las membranas mitocondriales. Sin embargo, esta ordenacibn en
multicapas no puede generalizarse al resto de las membranas, por
ejemplo, todas las membranas citoplasm&ticas, por lo que su estudio
debe hacerse entonces a partir de empaquetamientos artificiales de
las mismas no siempre ficiles de conseguir y mejorar dependiendo la
informacién que se obtiene del grado de orden que se consiga en estos apila
mientos. Por otra parte las membranas no son estructuras estaticas
sino por el contrario sus moléculas presentan una cierta mobili
dad y aparecen generalmente en disposiciones que no estén totalmen-
te ordenadas, distantes de lo que es un cristal perfecto. No se su-
pone que el té&rmino desordenado tenga que ver con un modelo univer-
sal de estructura y en tales casos es necesario una descripci6n
cuantitativa del grado de desorden tanto en el interior de las mem-
branas cémo en los apilamientos de las mismas. Hosemann f Bagchi en
1962 ofrecen una descripcifn exhaustiva de estos estados de 1la
materia de orden intermedio a los cuales denominaron -
"paracristales". . Definen dos clases de desorden: desor -
den de primera especie que se refiere a sistemas en los que se man-
tiene’el drden‘a largo alcance como en el caso de las vibraciones
térmicas en un cristal, y desorden de segunda especie o paracrista-
les, en los que se pierde el orden de largo alcance quedando s8lo
orden a corto alcance. El concepto de desorden laminar de segunda
especie asociado al empaquetamiento parece el tratamiento adecuado
para describir el apilamiento de membranas. Asif han sido descritas v
cHmo empaguetamientos paracristalinos los de la mielina del nervio
(2-6), fibra de col&geno (7), membrana de eritrocito (8), membranas

mitocondriales (9) y otras.




El tratamiento de la intensidad registrada en el diagrama
se hace a partir de modelos en los que las moléculas se disponen en
agrupaciones conocidas. A partir de un modelo establecido se trata
de reconstruir el diagrama de difraccién. Los par8metros del modelo
se modificaron en base a este criterio. La diffcultad de relacionar
un modelo y avanzar en los c8lculos aumenta a medida que crece el
desorden de la muestra. Esto es especialmente cilerto para la recong
truccién de la distribucifn de proteinas y lipidos en el plano de
la membrana asf c6mo a lo large de la seccifn trahsversal de la mig
ma cuya proyeccién sobre el eje de apilamiento es lo que calculamos
y se conoce con el nombre de perfil de densidad electit8nica de la

membrana.

En los primeros trabajos de Finean y Burge (1963)(10),
Worthington y Blaurock (1968)(11) y Worthington (1969) (12}, los per
files de densidad electrfnica se representaban mediante modelos de
escalones rectangulares de altura y anchura dadas que se hacen co -
rresponder con regiones caracterfsticas en la membrana cémo grupos
de cabezas polares de lfpidos, cadenas hidrocarbonadas de los 1lipi-
dos, grupos de proteinas, y regiones entre membranas. Tales modelos
de pasos implicaban la existencia de discontinuidades en el perfil
de densidad. Los trabajos de Kreutz (1970) con membranas fotoginté-
ticas (13) y Corless (1972) en membranas de las cé&lulas abastonadas
de la retina (14) muestran que estos modelos de pasos no son los
mis apropiados para describir el perfil de las membranas biol6gicas.
Levine (1973) sefiala que aunque la transformada de Fourier de tales
modelos puede calcularse facilmente, se requiere un nfimero muy gran
de de reflexiones en el diagrama de difraccién para poder reconstfg

ir las discontinuidades (15). Esto representa una seria desventaja,



pues en los empaquetamientos de membranas no aparecen nunca m&s all&
de diez reflexiones. La eleccifn de una distribucién de funciones
gaussianas, a la hora de construir el modelo, elimina el problema de
la discontinuidad en el perfil de densidad electrénica de la membra-
na a la vez que facilita el célculo de los productos de convolucién
que aparecen en el desarrollé del modelo. Los métodos de difraccién
ya que no son destructivos para este tipo de estructuras proporcio -
nan una informacibn valiosa acerca de las membranas biol6gicas en

condiciones cercanas a las naturales.

Como objeto de estudio en este trabajo hemos escogido una
membrana altamente especializada; Membrana Pdrpura (MP) del Halobac
terium Halobium que tiene una estructura y funcién muy particulares
cbmo se verd en los capftulos siguientes. A partir de los diagramas
de difraccifn de Rayos X se han construido modelos de distribucibn
de la proteina en el plano de la membrana y se ha calculado el per-
fil de densidad electr6nica. Las fluctuaciones paracristalinas que
ocurren en la membrana y en los apilamientos de membranas ofrecen
una explicacién satisfactoria de hechos que se observan en el dia -
grama de difraccifn c6mo son la disminucién de la intensidad y el
aumento de la anchura integral de las reflexiones al aumentar el es

paciado.
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1.1. Anflisis de los diagramas de difraccién de Rayos-X de

membranas biol8gicas

La preparacifr de membranas para su estudio mediante téc-
nicas de difraccién de Rayos-X incluye el conseguir enpaquetamien -
tos de membranas con un grado de orientacién lo m&s dlto posible.
Tales apilamientos se pueden considerar como cristales unidimensio-
nales en la direccién de empaquetamiento, siendo la ceidilla unidad

una membrana individual o un par de meimbranas segtn los casos.

Los Rayos X son entonces difractados debido a la distribu
cif6n de densidad eléctronica perifdica a lo largo del eje de empa -
quetamiento, conocida con el nombre de perfil de densidad électréni

ca.

Es necesario precisar gue cufndo hablamos de densidad
electrbnica estamos hablando de diferencias de densidad electrédnica
con respecto al medio gque se considera con densidad electr8nica ce-
ro. Lo gue se miden son densidades relativas y pueden tener valores
positivos o negativos segfin la densidad electrfnica de la membrana,

sea maycr o menor que la del medio (1).

Existen dos caminos para calcular el perfil de densidad

a partir de la intensidad observada que se resumen en el esquema si

guiente: 12
1) 1 A(b)
ey et et
Vo ,eld
F7U3|F FR{F!

A
0t —E— (%)
N



donde p (x) es la densidad electrbnica, A(b) la amplitud difractada,
Q(x) la funci6n de autocorrelacién o cuadrado de convolucibn de p(x),
F el operador de transformada de Fourier y su inversa F-!, i es el
operador cuadrado de convolucién, B es el vector en el espacio reci-

proco de m6dulo, 2 sen 8/).

El procedimiento de c&lculo a través de los pasos 1 y 2
se utiliza normalmente en cristalograffa ya que al tener un gran nfi-
mero de reflexiones (hasta algunos miles), la sfIntesis de Fourier
puede hacerse con gran aproximacién. El c8lculo de p(x) a través de
los pasos 3 y 4, llamado método de la funcibdn Q(x) se usa normalmen-
te en el anflieis de diagramas de membranas celulares, bicapas 1lipf-
dicas y membranas reticulares debido a que el nfimero de reflexiones
que aparece en estos casos suele ser pequefio (5 6 6, alguna vez has-
ta diez c6mo m&ximo) y la sintesis de Fourier tendrfa una resolucibn

muy pobre.

La funcibn Q(x) o transformada de Fourier de la intensi -
dad se calcula usando todos los puntos del diagrama, obteniéndose

as! una funcibn que denominaremos Q(%X). A partir de un modelo de

p(x) se obtiene la funcibn Q(x) , cuyos parametros se refinan usan-
modelo

do un procedimiento de minimos cuadrados no lineal, propuesto por

Marquardt (2) hasta conseguir minimizar las diferencias entre Q(x)
exp
y Q(x)
mod,

Para comparar el grado de acuerdo entre Q(x) y Q(x) se
exp mod
usan, dependiendo de los autores (4,25) los parémetros Rq y Gq defi-

nidos de la siguiente manera:
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N rQexp(xm) - Qmod ()-m)]z
R, = T - Fi

[Qexp (xm)] ?

N
L [Oexp M = Qpoq lem)]?

m=1
Gq = 2]
N
dénde N representa el nfimero de valores de la funcién Q(x)éxp usa -
dos en vl cilculo.
La solucidn pfx) que minimiza las diferencias de Q(x)
exp

"Q(x) ser8 considerada la correcta.
mod

1.1.1. Descripcibn del objeto difractante

El empaquetamiento de membranas puede describirse facil-
mente en términos matemdticos asignando a cada una de las caracte -
ristjcas esenciales del sistema una funcién. Correspondiendo con
red, forma y motivo del objeto difractante, tres funciones bastan
para describir el sistema (3):

La funcién de red Z(x) rue determina la secuencia, se define

cbmo:
n=+4+w
2(x) = I &(x - nL) 13]

=00

con §(x) = 0 para x #0 vy J §(x) dx = 1 siendo L la constante
400

de red.
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sa funcidn de forma S(x) para un paquete de tamafio D se define
cbmo:
1 |x|< Dy2
S(x) = [4]
0 resto
La funcibn Po (x) que describe la proyeccién de la densidad
electr6nica del motivo para el caso centrosimétrico y un motivo de

esper Lo viene dada por:

po(x) »LO/Z < x < Lo/z

Polx) = 15]

0 resto
Una vez establecida la correspondencia entre funciones
materdticas y caracteristicas del sistema descritas por &stas, se
construye un modelo general del sistema difractante vilido para el

caso de membranas y sistemas lamelares en general.

El primer punto consiste en pasar de una secuencia infi-
nita de puntos, red infinita, a una secuencia finita, paquete de
membianas. Esto matemiticamente no es m&s que el producto 2% (X)-S(x).

(Ver figura 1).

El segundo punto consiste en reproducir el motivo repre-
sent:do por po(x) alrededor de cada punto de la red, cosa que se lo

gra on la operacién de convolucién.

La densidad electrénica del paquete de membranas viene

dada entonces por la expresibn
P(x) = P (x) * (Z(x)+8(x)) lsl

d6nde el simbolo * representa el producto de convolucién que para

dos ‘unciones f y g se define cbmo:




1.

Az
i
_ «— L —»> ) ) X >
}suo
1.
- F) » X >
b Zex).50x)
1
-
M’)otxy
. -— x =
“potx)*EZ(X)-S(X)]
B VAR V A v/ >

Fig. 1
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£(x) * g(x) = j £(x') glx-x') dx' 7]

C6mo puede verse en la figura 1 el objeto queda de esta

manera descrito mediante estas tres funciones.

e e N e

“hl;l.é. Ampiiéud de la Onda biffactada

En el proceso de difraccibén, cada punto de la muestra ac -
tia c6mo una fuente de ondas difractadas. En caso de objetos con una
distribucib6n continua de densidad electrbnica, la amplitud total es-

t4 dada por la integral sobre el volumen del objeto difractante:

A = Jv(x)p(;) exp(-2mi b x) dv, |8]

lo que no es m4s que la transformada de Fourier de la distribucibn
de densidad electrb6nica. Llamando F al operador transformada de

Fourier lo escribimos
Ab) = F {p(x)} 19}

el vector b es el vector en el espacio reciproco que se define de la
siguiente manera: Si io es el vector unidad en la direccifn del haz
incidente de Rayos-X, K el vector unidad en la direcci6n del haz di-
fractado, ¥ el vector que define la posicién en el espacio real de
los puntos que difractan O y P, la diferencia de camino (fig. 2) en-
tre el haz difractado en O y el difractado en P seri entonces

K x - §0§, a la que corresponde una diferencia de fase (ﬁ—io) x 2u/A.

El vector b se define entonces cémo (ﬁ—ﬁo)/l con lo que la diferen -

cia de fase sers 21b x.

El m6dulo de b viene dado por |b| = 2 sen 8/A=268/X para




Ah

direccion del

Ko X |
- | haz ditractado
B 2 R— golx .
direccion del o l:o

haz incidente

Fig. 2
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‘ el caso de &ngulos bajos, siendo la A la longitud de onda de los Ra-

yos-X y 6 el &ngulo de Bragg.

La amplitud de la onda difractada por el paquete de membra-
nas se relaciona con las tres funciones que describen la distribucibn
de densidad electrbénica en el objeto, sustituyendo en la ecuacibn

|9] p(x) por su valor, dado en la ecuacién |6].
A(b) = Flp (x)*(2(x)-S(x))} 1o}

Si llamamos

Flp,(x)} = F(b)
Flz(x)} = z(b) {11]
F{s(x)} = s(b)

y teniendo en cuenta los teoremas de la transformada de Fourier que
dicen que la transformada de Fourier de un producto de convolucibn

de dos funciones f, g es el producto de sus transformadas
F{f*g} = F{£}-Flg} j12]

y que la transformada de un producto de dos funciones es el producto -

" de convolucién de sus transformadas de Fourier
Flf-g} = F{£)*F{g)} |13]

la amplitud total de la onda difractada (figura 3), se puede expre =~

: ]
sar entonces:

A(b) = F(b) [S(b)*z(b)] |14]

y la in_‘nsidad seri

I(b) = |A(b) |2 = [F(b)|? [B(b)*z(b)]? |15]




L
/\/\/\ Zi)& S
UV UV U '\

'}
P (x) "F(b)
| Fs
o
Six) S(b)
F-—»>
—
- —_— -1
D /S b
Zix) Zb)

S
——

7\ b
A .
{ A® = FO[ Zb#Sw)]
{1VA\
'-j AV =g \7‘“ _;.
Ttby= lA(b)l2
3
N N
b

<—1/-—.

Fig. 3
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1.1.3. Formalismo de la funcién Q(x)

En términos cristalogr&ficos a la transformada de Fourier
inversa de la intensidad difractada se la conoce cémo funcién de

Patterson generalizada o funcibn Q(x)
o(x) = FFHIMm) ]} = F- {am) I*F {at )} =

FUF{p(x)I*F 'Flp(-x)} = p(x)*p(-x) =

2
MY

p(x) |16 |
2
El sfmbolo v representa el cuadrado de convolucibn.

Teniendo en cuenta que para un paquete de membranas p (x)
viene dada por la ecuacién |6| y aplicando los teoremas dados en las

ecuaciones |12| y |[13| obtenemos:

’2\; "i./
Q(x) = p (X)*S(X)Z(x) [17]

es decir la funcién Q(x) es el cuadrado de convolucién del motivo

convolucionado con el cuadrado de convolucién de una red finita.

- Para un empaquetamiento de N-membranas  (4),

”_\2/ N-1
S(x) Z(x) = & (N-n) &(xtnL) j18]
0

2

con lo cual y llamando Qo(x) al cuadrado de convolucibn de Eo como

es la terminologfa habitual, se obtiene

N-1
0(x) = @ (x)*{ & (N-n) &(x*nL)} [19]
n=0

es decir la funci6bn Q(x)} no es mds que la funcibn Qo(x) convolucio-
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nada n+. veces alrededor de los puntos de la red con pesos N-n c6mo

puede virse en la figura 4.

1.L.4. Construccién de Q-modelo

La densidad electrb6nica de una celdilla centrosimétrica

puede p)nerse siempre cbmo

Po(x) = o (x) + p (-x) * §(x-£,) [20]

siendo )m(x) la densidad electrbnica de una membrana o de una mono-
capa liridica, segin en la celdilla unidad tengamos una vesicula o
una menorana respectivamente y £, la distancia entre los centros de

gravedal de pm(x) Yy pm(-x) dentro de la celdilla unidad {(Fig. 5).

Representamos pm(x) cémo una suma de NO gaussianas de la

misma aichura

N
o]
o, = © B exp[tc (x-x)7%] [21]

y usan® la notacidn:

Qm(x) = pm(X) * om(—X)
an) (x) = pm(x) * Dm(x) lzzl
sz(x) = om(-x) * pm(-x)

la fundbn Q. vendri dada entonces c6mo:

0o (x) = 2 0p(x) + 0p (x) * d(x-il) para x>0 [23]

| 13
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Debido al car&cter centrosimétrico de las funciones Qo(x) Y
Q(x), toda la informacifn acerca de po(x) y p(x) puede deducirse usan
do s6lamente la mitad derecha (x> 0) de las funciones Qo(x) y Q(x)

respectivamente.

En funcifén de los parémetros de las gaussianas del modelo,

Qm(x), Q 1(x) y sz(x), se expresan:

m

1 N N
- m .z o] (o]
O (%) (2c ) 'E ‘E A; A exp.{-0.5 cx -(xi—xk)jz} [24]
i=1l =1
N N
n L © o .
O, () = (:;—)2 'E I A A exp.{-0.5 c[x —(xi+xk)] } |25]
c i=1 =1
. ﬁo No ,
O, () = (?;-) I T A; A exp.{-0.5 clx +(x;+x,)]%1  |26]
c i=1 j=1

La funcién Qmod viene dada entonces para un empaquetamiento

de N membranas:

Quog (¥) = 2 N Q (x)*8(x-0) + N le*d(x-—ﬂx) + (N-1) sz*
*§(x-L2) + 2 (N-1) Q *6(x-L)) *S(x-L2) +

+{N-1) le*é(x—ll)*ﬁ(x-lz)* 8 (x-£y) +

N=1
+ I (N-n) [le*d(x—ﬂl)*d(thz)*S(x-tx) +
n=2

Oy, * 8 (x-L2) + 2 0 *8 (x-L1) *8 (x=£2) ] *

* S (x=L1) *¥8 (x-£2)] {27}
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siendo £; la distancia entre los centros de gravedad de pm(x) Y
pm(—x) entre celdillas contiguas, es decir £, + £,=L, siendo L el
espaciado observable.

Es esta Q(x) la que se compara con Q(x) (calculada cémo

nod exp

la transformada de Fourier inversa de la intensidad recogida en el
diagrama de difraccibn) y los parSmetros Ajr Mpv C ¥ X del modelo
son los que se minimizan empleando el procedimiéento de Marguard (2).
El conjunto inicial de par&metros del modelo a minimizar se elige de
acuerdo con la f6rmula de Buerger (5) que relaciona la amplitud, po—>
sici6n, anchura y nfimero de picos que aparacen en la funcidn Q(x)
con la amplitud, posicién y anchura de los picos en la func16ne:?x).

Una vez minimizados, la solucibn P, se calcula simplemente cémo una

suma de gaussianas de par&metros conocidos.

1.2. ESTADOS DE LA MATERIA DE ORDEN INTERMEDIO: PARACRISTALES

1.2.1. Estructuras Paracristalinas

Las teorfas convencionales clasifican las estructuras
atémicas y moleculares en agregados cristalinos y amorfos dependien-
do de que exista o no un orden tridimensional de &tomos o molé&culas
en el s6lido. Sin embargo, todos los polimeros biolbSgicos y artifi -
ciales estdn dentro de un grupo de sustancias que ni son cristales
ni estdn totalmente desordenadas, sino que se comportan de una mane-
ra intermedia. La teorfa del paracristal enunciada en 1950 por
Hosemann (6) proporciona un marco adecuado para describir estos esta

dos intermedios entre lfquidos y los cristales.

C8mo es bien sabido en un cristal ideal existe un orden

de largo alcance bien definido, de tal manera que la posicifn de un
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motivo de la red determina univocamente la del resto de los motivos
reticulares. Quiere esto decir que si 31, 32, Yy 33 son los vectores
unitarios que definen los par@metros de la celdilla unidad de un cris
tal, cualgquier vector R=p §i+q §2+r 33 (d6nde p, g y r son nGmeros
enteros cualesquiera) también definird la posici6én de un punto de la

red de dicho cristal.

En el liquido amorfo, por el contrario, en base a la teo -
rfa desarrollada por Debye (7), Ornstein y Zernike (8) los conceptos
de red tridimensional y orden de largo alcance carecen de sentido.
Cada unidad estructural del liquido posee el mismo orden de corto al
cance con relacibén a sus vecinos. En otras palabras, la probabilidad
de encontrar un cierto nGimero de atomos o mol&éculas a una distancia
R de cualquier &tomo o mol&cula arbitrariamente elegido, es la misma

para todos los Stomos o moléculas.

En el caso del paracristal se mantine el concepto de red
pero no el de orden de largo alcance. Las dimensiones de la celdilla
unidad varian estadisticamente de una celdilla a otra c6mo puede ob-
servarse en las figuras 6, 7 y 8 para el caso de redes monodimensio-
ﬁales, bidiﬁensionales y triéimensioﬁaieé resbeétivémente; o

—_— - 2 1

. - 2 _ T -
Si representamos Ahkl = (dfyp e cbmo la fluctua

ci6én que define la separacién paracristalina de una familia de pla -

nos caracterizada por una distancia promedio, dhk&’ la fluctuaci6n

»
entre el primer plano y el plano n+l viene definida por: ’

1
_ z
Bpgedn = pxe (M) |28]

Las fluctuaciones estadisticas entre planos reticulares

aumentan con la raiz cuadrada del nfimero de planhos, perdiéndose el
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orden de largo alcance. Estas distorsiones de la red cristalina pro=-
vocan unensanchamiento de las reflexiones en los diagramas de difrac
cibn, efcto que se suma a la amplitud debida al propio tamafo de

los crigales.

La tabla I ofrece un esquema intuitivo en el que comparan
los rasgs mis representativos de la teoria de la paracristalinidad

frente alas otras teorias convencionales (9).

TABLA I

Comparacién del concepto de paracristal frente
al de cristal perfecto, liquido y gas.

cristal paracristal liquido gas

Red tridmensional + + - -
Orden de largo alcance + - - -
Misma ppbabilidad - + + -
a priori

No deben confundirse distorsiones paracristalinas o de
segunda 2specie con distorsiones de primera especie; éstas se pre -
sentan caando los motivos de la red se desvian de sus posiciones
ideales 2n el cristal, cbmo es el caso de las vibraciones té&rmicas.
En una rd con defectos de este tipo cualquier punto n se puede lo-

calizar nediante el vector

X =nd; + &% |29]

La posicibén de los motivos viene determinada mediante

una funcdn de probabilidad H (§) que es la misma para todos los pun
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tos de la red, igual para los vecinos primeros que pﬁra los n-ésimos.
En 14 Fig.6 se indica la posicifn instantfnea de los puntos de la red

con vibraciones térmicas, 6;1:0.3 K en relacién a sus posiciones de

equilibrio. El orden de largo alcance prevalece en presencia de dis-
torsiones de primera especie. La ecuacién |29| indica que la desvia-
cién cuadritica media es constante para todos los valores de n. Un

diagrama de difraccién de una red con distorsiones de primera espe -
cie presenta ﬁna pérdida de intensidad de las reflexiones cristali -
nas y un aumento del halo difuso, que se concentra alrededor de Ai -
chas reflexiones, pero que no contribuye sin embargo al énsanchamien

to de la anchura integral de las mismas.

En el caso de distorsiones paracristalinas las desviacio -
nes de cada motivo molecular de su posicién ideal depende s6lamente
de la posicién de los motivos vecinos y no de un desplazamiento de
los puntos de la red ideal. En un paracristal (10}, los vectores de
arista 3k se representan con el valor % a 1la frecuencia Hk(i). Desig
nando las celdillas en el paracristal por medio de tres enteros
(p, g9, r) cbmo en un cristal, H1°°(§) en la direccién 100 d% la fre-
cuencia previsible del vector separacién, ;, entre los centros de
las celdillas vecinas (p, q, r) v (p+1, q, r). Ahora entre los cen -
tros de las celdillas (p+l1, q, r) vy (p+2, q, r}) hay un vector de se-
paracién distinto, 2, que de acuerdo con la teorifa cl&sica de lfiqui-
dos de Debye presenta la misma frecuencia previsible, esto es Hioo(Z).
Ya que no hay correlacidn entre ¥ Yy E, la probabilidad de encontrar
esta combinacifn, esti dada por el producto Hgon(§) Y ono(z). Si se
considera ahora el vector separacién §=;+§ entre celdillas (p, g, r)
y (p+2, g, r) al hallar la estadistica de espaciado Hzgo (X) entre es-

tos dos vecinos segundos en proximidad, la posicibn concreta de la
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celdilla intermedia carece de importancia supuesto que el vector su
ma §+§ teiga el valor fijado X. Esto se traduce matem&ticamente si

> > > -+ >
el producio Higoly) Hioo(2) reemplazamos z por x-y, entonces se de-
ben de swar las frecuencias de todos los productos Hlou(§) onu(;—§)
mantenienio ; constante para obtener la estadistica buscada de espa-
ciado Hzo (X) entre los vecinos segundos en proximidad, es decir cal

cular la ntegral
Hyoo0'X) = f Hioo(¥Y) Hioo(x-y) dy = Hioo(X)*Hioo(X)  |30]

que no esmds que la integral de convolucidn de la funcidn Hig¢o con

Hioop.

La estadistica completa de espaciado entre todos los cen-
tros de lis celdillas que define el sistema, se expresa en el para-
cristal mdiante un polinomio de convolucién que puede calcularse a
partir de la estadisgica de los vecinos mis pr6ximos (11) y viene

dada por:

>
x) = 3 H (%) 31
p,q,r=—e PI¥ 1

siendo

p veces q veces r veces

2y = P * * *y Kk * * *py *
Hpqr(x)— P(x) Hy*H *.. . %Hy * Hy*Hy*o.. %, Hy*Hqa*. ... Hy

con H =H,m(§), H,=Hg) o (X), H3=H901(;) y P(x) la funcién puntual §

1

de Dirac.

2

Los problemas de cilculo que expresiones de este tipo pre
sentan se resuelven con relativa facilidad con ayuda de computadores

y teniendc en cuenta la ley matemdtica de que la transformada de
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Fourier de un producto de convolucifn de dos funciones es el produc-

to de las transformadas de Fourier de ambas.

Seglin la teorfa del paracristal el ensanchalféfits de 153
reflexiones (Gshkl)pc debido a la fluctuacibn entre planos vecinos

hkf viene dado por

2
o 132
(68 ) = — 32
hk 'pe a
hke
siendo
2 o
(A hkt)
Inke = T 'a"""‘""" |33|
hkt

ghk£=0 estructura cristalina, ghk£>0'1 estructura amorfa

y m el orden de la reflexibén hkf (m=1,2,3... para los planos 110,
220, 33C, respectivamente). Asi pués de la pendiente de la variacibn
de 68hk£ en funcién de m se puede deducir la contribucién del tamaifio
de cristal y la del tipo de distorsisn. En el caso de distorsiones
paracristalinas, por extrapolacién de 6Bhkl para m=0 se puede separar
la contribucién de las distorsiones paracristalinas de la contribu -
cibn del tamafioc de cristal utilizando la ecuacibn:

1 {rg m)?
Gshkt = + 134}

) ke

donde 6Bhk£ es la anchura de la reflexibn y thl el tamaho de cris -
tal en la direcci6n hk{. Esta separacifn puede hacerse siempre gue
se conozca la aditividad de estas contribuciones a la anchura inte -

gral. S
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Una propiedad de los paracristales reales es que s6lamen-
te pueden alcanzar un nfimero méximo, Nhkﬂ de planos cristalinos. Co-
mo resultido empirico de numerosas medidas experimentales se ha lle-

gado a laconclusidn de que este valor viene definido por (12-14)
2

U.*
e - (25 s
Ihke

donde o* s un nGmero sin dimensiones que varia entre 0.1 y 0.2, de-

pendiendo del tipo de interaccién intermolecular.

1.2.). Modelo Paracristalino de Empagquetamiento de Membranas

La asuncién de que los paquetes de membranas pueden consi-
derarse cristales monodimensionales, hecha en la seccifn 1.1. resul-
ta un cas)> ideal. En los sistemas reales ocurren distorsiones de em-
pagquetami:nto que pueden tratarse cbmo distorsiones paracristalinas.
La idoneilad de este tratamiento lo prueba el hecho de su utilizacién
en el estidio de las membranas de mielina del nervio (15,16,25), eri
trocito himano {(17) mitocondria (18), tilacoides de Rhodopszudomonas
ésféricas(lB), fotosint&ticas (20,21), reticulo sarcoplasmitico (22),

bastones 'isuales del ojo de rana (23), etc.

Debido a que la periodicidad estd definida en la direccibn
de apilamento, las distorsiones se considera gue ocurren en una red

monodimeniional, lo que ademds simplifica en gran manera los cdlculos»

La funcidn de probabilidad para los vecinos mis préximos,
H(x), coniideramos que es una distribucién de tipo gausiano

1 -
H(x) = ()7 exp. [Fc (x-L)?] |36]



con

+oo 1
[ H(x) dx = 1 C = —— A? = (x-I)?
- 2A?

e + o
siendo T = l X H(x) dx
—on

Para los vecinos n-8simos la fluctuacién vendr8 dada por:

Ho(x) = H(x)*H(x)*....*H(x) 1371
(n-1} veces

si H(x) es definida como gausiana entonces obtenemos:

- [ f ! - T2
H o (x) = (—) Y;Y%exp( c/n- (x-ni) ?) |38

y la funcibén Q vendr§ dada por:

0(x) = 0, (x)*z7 (x) 139]

siendo

I N-1
Z(x) = N &§(x-0) + I (N-n) H_ (x:nL) 40|
n=1

para un empaguetamiento de N-membranas. La figura 9 muestra la fun-
cibn ZI(x) para el caso N=3 siendo por lo tanto
2T(x) = 36(x-0) + 2 H (x+L) + 2 H (x-T) + H *
* H (x+2F) + H*H (x-2L)
La funcién Q, (x) en funcifén de los parimetros del modelo

tal cbmo se expuso en la seccibén 1.1.4 (ecuaciones [23]| y [27] ven-

drd dada por

0, (x) =2 g+ Qm: H (x-L) para x>0 [41]
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Si consideramos que el espesor del motivo puede fluctuar,
debido a ondulaciones en la superficie de la membrana es necesario
introducir entonces dos estadisticas Hl(x) Yy Hz(x) que dah cuenta de

las fluctuaciones dentro de la meimbtaha y entre meimbtafdb respectiva

mente.

La funcibn Q del sistema se expresa entonces I24| cbmo :

= * - * - *
Q,féfa 2 NQ* §(x-0+ N Qn, *Hy + (N-1) Q *H; 4
- - L *
+ 2 (N-1) Qm*'l-ll"l-l2 + (N-1) le Hl HZ*Hl +
N--1 . .

+ niz (N-n) Ele*Hl*Hz*Hl + 0 ¥y + 2 0y

*Hl*HZJ*EHJ.*szn-l veces 142
siendo

°1,2
Hy 5(x) = [. 4 exp[}cl'z(x-tivz)zj

- W

+-00
31,2 = f,m X Hl,z(X) dx L, + 2, =1

¢ la fluctuacién g, , = fﬁigh
Ly

L1,2

Normalmente basta con usar los cuatro primeros té&rminos
de la ecuacién [42| para calcular el perfil de densidad electr6bnica,

ajustando la funcién Q(x) en el intervalo ([0, L]. Aproximando N-13N
- exp
y normalizando la funcién Q(x) al dividor por N se obtiene para
mod

Qmod entre O y L la relacibn:



Q(x)
mod

modelo

Qo =

Q

my
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=2 Q *§(x-0) + le*“z + 0 YHy + 2 Q*H, *H, [43]

Los té&rminos de QOnog et funcibén de los parfmetros del

(secibn 1.1.4) Ai, Cr Xy 11,2 y cl'2 se expresan ahora:

N. N
+ 5% A a exp{-0.5 c[x- (x,-x,)]?}
(=) . -0. - (%, -x,
£ g=1j=1 13 173
N N
c o o
fp= (T F 2 4
RTINS
cc,
expl - [m;] (x - (x;+x4) -£,]1%} |44]
c No Mo

. (LT 1 2
sz*Hl = (35 (c1+0.§0) L LAy Aj

Qmiﬂl*lz = ’_

i=1 j=1

c ey
exp{ - [——a_wl] x+ (x4 +x4) - 2,17}

c,Ca
1°2 + N, Ng
c £ I A, A

c? (é,+c,)+e,C
1*ea)*e; 0 PP

c 0102

exp{ - B = (g% +2,+£,5)]%)

clcyte, ) +2c1c2
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El tiempo de computacién de Q(x) depende de los parime -
mod
tros de entrada y varfa entre 2 y 10 minutos.

1.3. Empaquetamiento de fibrillas

La intensidad difractada por N moléculas o cadenas molecu
lares desorientadas, de acuerdo con Vainstein (3) viene dada, en

coordenadas cilfndricas, por la expresidn:

I(b) = N (JE(B)|* - [F(b)|*)+ |F(b) | Gy(b) 145]

donde N es el nGwero de moléculas, b el vector en el egpacio reci -~

proco, GN(b)= T, Jb(Zwrpp, b) tiene en cuenta la distribucién es-
PP
pacial de las méléculas, siendo rpp' la distancia entre centros de

moléculas, |F(b)|?= Fj(b) Fk(b) para j#k es el promedio sobre las
distintas orientaciones siendo Fj el factor de estructura para una

molécula[iﬁﬁ]gﬁg-ggﬁes el promedio sobre la misma molé&cula para

j=k.
La f6rmula |45| se simplifica en el caso de moléculas igua
les y paralelas pues entonces |F|’= |F|2. Para el caso de fibrillas

y segmentos de a-hélice se puede considerar que el factor de estruc
tura es el mismo que el de una varilla cilfndrica (3) teniendo enton

ces:

- J_(2nrr:b) 2
717 = r = e, o] 46
- b
siendo Jl la funcién de Bessel de orden 1 y r, el radio de la vari-

lla. En la Fig. 10 puede verse la variacién de Fc’ frente a b para

los distintos valores del radio.
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La funcifn GN (b) depende del n@mero de moléculas conside-
radas y de la forma en que se ordenen. La expresifn analftica de

GN(b) para el caso de N=4y7en disposicién hexagonal viene dada por:

G, (u) = [3+10 J (u) + 2 J (uV3]]

G (w) = [7 + 24 3 + 12 3 (uv3) + 6 I, (2u)]

siendo u=21rrpp,b. La representacifn GN (u) frente a u para N=4y 7 se
muestra en la Fig. 11 . La funci6n de interferencia Gy puede calcu -
larse de- igual manera para cualquier numéro de molé&culas N con una

distribucibn espacial dada.
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1.4. MEMBRANA PURPURA DE HALOBACTERIUM HALOBIUM:
ESTRUCTURA Y FUNCION.

1.4.1. Antecedentes

La conversifn de la energfa radiada por el sol én energfa
quimica y su utilizacién en los procesos metab8licos se lleva a ca-
bo en las plantas, algas y bacterias que incluyen en su estructura
clorofila. La absorcién de la luz por la clorofila inicia una cade-
na de reacciones cuyo resultado es la formacién de moléculas con en

laces de elevada energfa, esto es moléculas de ATP.

A finales de la década de los sesenta, desperté gran inte
rés el descubrimiento, en una familia de bacterias, de un mecanismo
de conversién de energfa luminosa en energfa quimica, que no utili-
zaba la clorofila, sino un pigmento relacionado estructuralmente
con el pigmento visual de los ojos de los animales (26,27). Estas
bacterias se caracterizan por necesitar altas concentraciones de
cloruro s8dico para su supervivencia y crecimiento, encontr&ndose -

las por tanto en salinas y lagos salados.

La especie Halobacterium Halobium, la m8s estudiada, cre-
ce en concentraciones de ClNa 4.3 M, lo que significa 250 gr de sal
por litro de disoluci6n. Al diluir el medio, la bacteria empieza
perdiendo su forma abastonada, después el contenido celular sale al
exterior y a concentracicnes de 0.1 M, la membrana celular se frag-
menta (27) en laminillas que mediante centrifugacibn en gradientes
de densidad se separan en dos fracciones; una de baja densidad lla-
mada fraccif6n de membranas roias y otra de mayor densidad llamada
fracci6n de membranas plirpura, denominadas as{ debido a su colora -

cién. (29).
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Relacionando microfotograffas de membrana celular completa
con micofotograffas de MP, se dedujo que el material de la fraccibn
de MP no estaba difuso sobre la membrana sinoc que formaba una serie
de 8reas discretas, incluidas sin solucifn de continuidad €n la mem-

brana celular (28,30).

La MP vista al microscopio consta de laminillas bastante
uniformes de tamafio, gue presentan en su superficie fracturas, for -
mando ertre sf &ngulos de 60 y 120°. Su composicién es fundamental -
mente pptéica, 75% en peso frente al 25% restante de lfpidos. Con -
tiene um finica especie protéica de peso molecular 26.000 con un ele
vado cortenido de aminodcidos hidrof8bicos, aproximadamente el 62%,
lo que migiere que gran parte de la mol&cula de proteina tiene que

estar embebida en el interior hidrofé8bico de la membrana (28,30,31).

El espectro de absorcifn de MP muestra una banda entre 560
y 570 nrt en el amarillo-verde del visible y un fuerte pico de 280 nm
en el ultravioleta, caracterfstico de las proteinas. Buscando el pig
mento responsable del color pfirpura se encontrb6 que la proteina de
_MP contie un grupo retinal por molécula (28,32). El retinal asocia-
do a las diferentes proteinas opsinas es el crom6foro de todos los
pigments visuales en los animales, apareciendo también en el comple
jo rhodpsina, el pigmento de las c€lulas abastonadas del ojo humano.
La unibn retinal-proteina en los pigmentos visuales se realiza a trg‘
vés de b que se llama una base de Schiff, enlace entre el grupo al-”
dehido HO- del retinal y un grupo amino, -NH,, de ciertos amino&ci
dos de B proteina. En la rhodopsina, el pigmento visual humano, es-
ta unibn se realiza a través del grupo amino de una lisina, ver fig.
12. La wmién del crombforo a la proteina de MP se lleva a cabo de

idéntice manera, por lo que ge la llamé Bateriorhodopsina.




- 40 -

La base de Schiff entre el retinal y la lisina de la bac-
teriorhodopsina ha de encontrarse embebida dentro de una entorno de
aminodcidos hidrof6bicos, para evitar su hidr6lisis en un medio

- acuoso (32).

Lisith

Retinail

La difraccién de Rayos-X indic# gque las molé&culas de pro-

teina se disponen regularmente en el plano de la membrana (30), en
una ordenacién que se aproxima a la de un cristal bidimensional de
celdilla unidad hexagonal. Las moléculas de BR atraviesan la membra
na y se orientan todas en la misma direccifn, dispuestas en grupos
de tres alrededor de un eje ternario, perpendicular al plano de la
membrana, en el centro del grupo (33,34). Los lipidos estén dispues
tos en dos capas, como en una bicapa, pero probablemente con una
distribucifn cuantitativa asimétrica (35) y posiblemente localizados
en regiones discretas entre los grupos de proteina. Combinando micros
copia electrénica y difraccién de electrones (36), se vi6é que cada pro-
teina contiene siete segmentos de a-h&lice perpendiculares al plano
de la membrana. El agrupamiento de las tres proteinas alrededor de
un eje ternario se realiza de modo que tres a-hé&€lices de las siete
de cada proteina se disponen formando una corona central de nueve
hélices, mientras que las cuatro restantes por proteina forman una

corona de 12 a-h&lices externa a la anterior (37,38).
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La similitud entre BR y los pigmentos visuales sugirié -
inmediatamente que su funcibn en la célula podfa estar relacionada
con la absorcifn de luz. La gran cantidad de MP en la membrana celu
lar hizo pensar que adem8s de una funcibén sensora (las células al
disminuir la intensidad luminosa en su camino se paran e invierten
el movimiento) (30,40), debfa estar asociada con alguna funcifn meta
b6lica (41). De ser esto asi, a través de medidas del contenido de
ATP en las células podrfa detectarse el papel que la MP tiene en el

metabolismo energético de las mismas.

Paralelamente se encontr6 que al iluminar la membrana se
produce un movimiento de protones (41} desde el interior al exterior
celular, reflejado en un cambio de pH en el medio (42,44). Se descu
bri6 entonces una reaccién fotosintética cfclica que incluye varios
intermediarios. La absorcibén de luz pone en marcha un ciclo que se
completa en pocos milisegundos y v& acompafiado del transporte de

protones del interior al exterior celular (44,46).

La relacién entre la sfintesis de ATP y el gradiente gene-
radp por la lu; buede verse suspendiendo bacterias en una solucibn
salina, sin nutrientes, en la oscuridad y bombeando nitrb6geno a tra
vés del medio. En estas condiciones la concentraci6bn de ATP en las
c8lulas cae r§pidamente al 30% de su nivel original y permanece -
constante en este valor (43,47). Aparentemente las c&lulas pueden
cancelar la mayorfa de los procesos que requieren energfa cufndo
las fuentes externas de energia no est&n disponibles. Al iluminar
las células, el contenido de ATP en las mismas sube r8pidamente hasg
ta el nivel original. Bombeando aire, lo cual significa introducir
oxigeno en la suspensifn, se observa el mismo efecto que iluminando,

el contenido de ATP sube. Al hacer el experimento con radiaciones
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de diferentes longitudes de onda se observa que s8lo a longitudes
de onda iguales a la absorbida por MP es efectiva en 1a sintesis
de AfrP (48, 49). Ambas, respiracibh e iluﬁiﬁaﬂgﬁ §enera

un gradiente de protones a través de la membrana celular, uilizado

por &sta en la sintesis de ATP.

El problema de asignar este comportamiento de foma exclu
siva a la MP se resolvié vaciando las c&lulas a concentraciones sa-
linas del medio, 2 M. En estas condiciones la mayor parte dl conte
nido citoplasmitico sale al exterior y s6lo quedan las memtranas ce
lulares. Asegurando que la orientacién de MP es estas envolturas ce
lulares se mantuviese, se encontré una respuesta idéntica sz la ilu-
minacibén que la obtenida con la célula completa, esto es, al ilumi-
narla se general un gradiente electroqufmico a través de l: membra-

na (49,53).

La posibilidad de que la membrana Roja, el otro componen-
te de la membrana celular, jugase algfn papel se excluyf ci&ndo se
consiguif incorporar MP a vesiculas de 1fpidos (50). Al exjoner es-
tas preparaciones a la luz, la membrana reconstituida actG: c8mo
una eficaz bomba de protones. Vesfculas con distintas clases ée 11-
pidos fueron usadas cfmo matriz y en todos los casos al inwrporar
MP actuaban bombeando protones. A partir de entones ya no ie alber-
g6 ninguna duda de que la BR era agente responsable de tal comporta

miento (48,50,54,60).

El bombeo de protones llevado a cabo por la BR e1 la MP
tiene lugar en un solo séntido 'ppro no en él contrarioe; se esta-
blece as! un gradiente de concentracifn de protones que geiera una
diferencia de potencial entre el interior y el exterior ceular de

180 a 280 mV (61,64). La energfa almacenada en este gradieite la -



- 43 -~

utiliza la célula en la sintesis de ATP a partir del ADP. La funcibn
primordial de la MP es hacer de la luz una fuente de energfa alter-

nativa a la respiracién.

El conocimiento del ﬁecanismo intramolecular de bombeo de
protones comienza con la localizacifn del retinal en MP, y la deter
minacibén de su orientacifn en la misma usando té&cnicas de difraccibn
de neutrones a bajo &ngulo en dispersiones acuosas de membranas. El
método consiste en observar las diferencias entre el diagrama de di
fracci6n de MP con retinal normal y MP con retinal deuterado. Se
llega a la conclusién de que el anillo B-inona del retinal est8 si-
tuado en el centro de la membrana (65) aunque esta posicifn es dis-

cutida por algunos autores (66).

Otro resultado interesante obtenido con difracci6n de neu
trones es la conclusifn de que no existen huecos en la molécula de
BR en los cuales quepan m&s de 12 molé&culas de agua, lo cual parece
que excluye la posibilidad de transporte pasivo a través de un canal
acuoso en la proteina (67), aungue no definitivamente puesto que esta
técnica es insensible para la deteccién de poros formados con nueve
moléculas de agua o menos. Nueve moléculas de agua podrfan formar
un canal de una molécula de difmetro que atravesarfa el 80% del es-

pesor de la membrana.

La composicién de amino&cidos de la proteina fué determina
da por diversos autores (28,68,70), aunque existen algunas discre “p
pancias c¢6mo puede observarse en la tabla II. Durante el Gltimo aifio
se han publicado los primeros intentos de ajustar la secuencia de
aminofcidos (66,71,73) en los siete fragmentos de a-hélice y esta -

blecer las posiciones relativas de estas hélices entre sf. S6lamen-
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te la ordenaci6n de las siete a-hélices entre sf presenta 5040 posi-
bilidades, ésto es 7! lo que justifica 10080 formas de orientacién,
algunas de ellas pueden descartarse en base a criterios tales c6mo
separacifn entre cargas a lo largo del eje de la hélice, neutraliza
cibén de cargas, longitud de los segmentos. etc. afin asi el nimero

de posibles soluciones es muy grande. La solucifn a este problema

de conocer la estructura a nivel atémico y ordenacién de los amino -
&cidos serfa posible si se consiguieran cristales tridimensionales
de proteina, tema objeto de investigacibn en diversés laboratorios

en distintos paises en este momento.

En el Gltimo aflo se consiguieron cristales bidimensionales
de MP dfnde la celdilla unidad en vez de hexagonal es ortorr6mbica
(74). Las moléculas de proteina no aparecen agrupadas formando trime
ros sino monbmeros. La estructura del monSmerc confirmé las predic -
ciones de que la BR estaba formada por siete a-hélices fuertemente

conectadas entre si

En la obtencibn de cristales tridimensionales supone un
avance importante el haber conseguido cristales tridimensionales de
MP (75) y BR (76), aunque su tamaflo todavia no es lo suficientemente-
grande c6mo para poder permitir el andlisis con técnicas de difrac -
ci6én de Rayos-X y de electrones. No obstante muestra un camino por
el que se ha de seguir en los préximos afios hasta conseguir el pri-

mer cristal de proteina de membrana.
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1.4.2. objetivos de este trabajo

No es sorprendente que durante los Gltimos afios haya habi
do un renovado inter&s en el campo de la investigacifn bioffsica que
trata del estudio de sistemas biol6gicos, mediante técnicas de difrac
cibn, ya que la comprensisn de las funciones biol8gicas de membranas,
proteinas, enzimas, etc. depende en gran medida del conocimiento due
se tenga de su estructura y organizacifn. La difraccifn de Rayos-X
proporciona una valiosa informacifén estructural, puesto que permite
su estudio en condiciones similares a las que se dan en la cé&lula vi
va, llegindose en alguna ocasién a poder estudiar membranas de anima
les superiorse vivos como es el caso de la membrana de los egmentos

exteriores de los bastones visuales en el ojo de la rana (77).

La comprensifn de la organizacién molecular de las membra
nas hiolbgicas requiere informacién especifica de la localizacién y
distribucisn topol8gica de los componentes de la membrana. La mayor
parte de la metodologfa usada para elucidar la organizacifn de 1la
membrana nos proporciona informacifn de la estructura transversal de
la misma, es decir, en gque lado de la membrana est8 localizado cada
uno de los componentes de la misma (lfpidos y proteinas). Esto es de
bido en parte a la distribuci6n desordenada de las proteinas y en ba
se a 8sto se sugiribé (78) que la matriz lipfdica debfa tener una na-

turaleza fluida en su estado natural.

La MP, objeto de este trabajo, presenta una excepcifn den
tro del anterior esguema; la Gnica proteina de membrana, la BR no es
td distribuida al azar en su superficie, sino ordenada formando una

red bidimensional, éon consecuencias funcionales todavfa sin explicar.
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Resumidas brevemente las razones que han despertado el in

terés por la MP son las siguientes:

1) El descubrimiento por Oesterhelt y Stoeckenius de un sis-

tema fotoBfht&tioo: HuMYS ¥ esta membrana, distinto del conocido’hag © = -

ta ahora en la clorofila. Seglin estos autores la MP actfia como mem -

brana fotosintética y fotosensora.

2) Se ha encontrado una Unica proteina de membrana, la bacte
riorhodopsina, qgue presenta una distribucifn ordenada en el plano de

la membrana, lo cual permite usar métodos de difraccién en su estudio.

3) Funcionalmente el sistema BR es muy sencillo si se compa-
ra con el sistema fotosintético de la clorofila o el sistema fotorre
ceptor de la rodopsina visual. Por lo tanto se espera obtener una va
liosa informacifn que ayude a un mejor conocimiento de otras protei-
nas de membrana asi c6mo de los mecanismos de fotorrecepcibn y foto-

transduccién de energfa luminosa en energfa qufmica.

4) Debido a que la membrana se extrae del H.H. gque es una
hal6fila que vive en medios de concentracifn de ClNa muy altos,

4,3 M, no presenta problemas de contaminacifn ni de esterilizacibn.

5) Se trata de una fuente biol6gica barata y abundante que

exige unas té&cnicas de preparacién minimas.

En nuestro caso el interés se debe también al hecho de
que la MP sea objeto de un proyecto de investigacibn en el que par-®
ticipan distintos grupos de los Institutos Rocasolano y Estructura
de la Materia, que aboradando un estudio con diferentes técnicas

pretenden avanzar en la comprensi6n de la relacién estructura fun -
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cibén y solucicnar Jos problemas que este sistema plantea.

En el modelo de MP aceptado actualmente hay algunos pun -
tos en lo que se refiere al estudio con té&cnicas de difracci6n de Ra
yos-X que no han sido tratados. Asf la informacifn obtenida mediante
microscopia electr6nica de que la proteina BR consta de siete segmei
tos de a-h&lice densamente empaquetados que se extienden perperdicu-
larmente al plano de la membrana, o el hecho de que las proteinas se
agrupen formando trimeros debe verse reflejado en el diagrana de di-
fraccifn de Rayos-X, debido a la relacifén que existe entre la inten-
sidad difractada ccn forma y tamafio del motivo difractante. Por otro
lado este modelo no explica detalles que aparecen en los dizgramas
tales cBmo el ensanchamiento de las reflexiones al aumentar el orden
o el halo difuso a 1o£.presente en la direccibn ecuatorial. Ello nos
ha llevado a pensar en la necesidad de investigar la estructura supra
molecular de la MP teniendo en cuenta el concepto de corto ilcance,
es decir hasta gque punto la MP se comporta c6mo una estructira para-
cristalipna. Se trata de aplicar la teorfa de Hosemann {(79) il an&li-
gsis de las reflexiones meridionales y ecuatoriales con el f:n de ob-
tener el grado de fluctuacibn relativa de los largos espaciidos reti
culares en las direcciones perpendicular y en la paralela a. plano

de la membrana.

La difraccibén de Rayos-X de membranas orientadas propor -
ciona ademis informacién relativa al modo de empaquetamiente de las
moléculas de 1fpidos y proteina en la membrana a una resolucifn cer-
cana a los 10 i si se puede resolver el problema de la fase para re-
flexiones lamelares (direccifbn meridional). De los varios métodos pa

ra solucionar el problema de las fases y calcular el perfil de densi ~
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dad electrfbnica (B0-83) hemos escogido utilizar el de Pape y Kreutz
(84) por ser un método directo que ademés considera en los cilculos

las distorsiones que ocurren en el empaquetamiento de las membranas.

Para tratar de alcanzar estos objetivos se establecif el
siguiente plé&n de trabajo:
1) Estudio de los diagramas de difraccién con el haz de Rayos

X con el haz incidente perpendicular al plano de la membrana.

A partir de estos registros se calculan los par8metros de
celdilla unidad del sistema difractante y se investigan teniendo en
cuenta el concepto de corto alcance las distorsiones presentes en
el empaquetamiento de la proteina en la superficie de la membrana,
obteniéndose el grado de fluctuacibn en las distintas direcciones.
Los pasos son:

- Desconvolucion del perfil experimental del perfil del haz

primario para obtener el perfil verdadero

- Resolucifn de este Gltimo y cilculo de la anchura integral

de las reflexiones.

- C8lculo del factor de fluctuacibn paracristalina "g" y ta
mafio de cristal en las distintas direcciones.
- Justificaci6n de la intensidad difractada en esta direc -

cibn, posicibn y amplitud de los méximos de intensidad.

2) Estudio de los diagramas de difraccifn con el haz de Raygg

X incidente paralelo al plano de la membrana.

Una vez conseguidos apilamientos de membranas orientadas

a partir de las intensidades registradas en la direccibn meridional
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(direccibn de apilamiento de las membranas) se calcula el perfil de
densidad electrénica de MP. Hacemos este cilculo a través de log §i

guientes pasos:

~ Separacién del haz primario del perfil experimental de la

intensidad difractada.

- Filuctuacibn paracristalina y tamafio de los paquetes de

membranas.

- Cllculo de la funcibn de Patterson generalizada o transfor

mada de Fourier inversa de la intensidad, funcién Qexp'

~ Refinamiento de los parémetros del modelo comparado Qexp
y Qmod‘

~ Obtencifn del perfil de densidad electrbnica.
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2.1. CULTIVO DE HABCLACTERIUM HALOBIUM Y PREPARACION DE

DE MEMBRANA PURPURA

2.1.1. Cultivo de Halobacterium halobium

La cepa de Halobacterium halobium (HH) empleada en este
trabajo fué facilitada por el Dr. Oesterhelt, uno de los primeros
investigadores que trabajaron con la Membrana PGrpura (MP) (1). Es-
ta cepa es una mutante de Halobacterium halobium, conocida con el
nombre de RiM;, que presenta la peculiaridad de estar exenta de va-
cuolas gassosas lo cual facilita enormemente la separacifn de las

fracciones de membranas roja (MR) y pQrpura (MP}.

El procedimiento de cultivo que se siquié fué el mismo
que utilizaron Oesterhelt y Stoeckenius (i1-3), con ligeras modifi-

caciones (4).

2.1.2. Preparacién de Membrana Pdrpura

Las c&lulas se recogen del medio de cultivo por centrifu- .

gacifn a 13.000xg y a 4°C.

La muestra obtenida se suspende en 100 mf de ClNa ¢ M a
los gue se agregan 5mg de DNAsa. A continuacién se dializan frente
a 5 £ de agua destilada. El choque osmStico lisa las cé€lulas y la
DNasa previene la aparicibn de viscosidades altas como consecuencia

de la liberacién de ADN.

La preparacifn asf nbtenida se centifuga primero a
10.000xg durante 10 minutos con objeto de eliminar cualquier impure

za acumulada y posteriormente a 50.000xg durante 30 min. para sepa-
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rar toda la fraccifn celular soluble y parte de la membrana roja.
Los precipitados se suspenden en agua destilada y se someten a frac

cionamiento en gradientes de sacarosa.

Para estos gradientes se usaron un rotor angular 50 de
8x25 mf centrifugando a 150.000xg y otro rotor SW25 de 6x36 mf cen~
trifugando a 85.000xg durante intervalos de tiempo comprendidos en-

tre 15 y 20 horas.

La banda de MP aparace en la interfase 1.4 - 1.3 M de gra
diente de sacarosa mientras que la membrana roja aparece en la in -

terfase agua ~ 1.2 M de sacarosa.

Las fracciones de MR y MP se recogen separadamente y se
guardan a baja temperatura en suspensidn de sacarosa. La elimina -
cibn de sacarosa se consigue mediante diflisis o mediante varios la
vados sucesivos con agua destilada y centrifugacifén a 100.000xg du-
rante i hora. En una célula de hostafén especialmente disenada, si-
tuada en el fondo de la cubeta de centrifugacibn se recoge la mues-

tra de MP orientada que usaremos en la c&mara de difraccién.

2.2. Geometrfa de la c8mara de difraccifn a bajo &ngulo

La diferenciaci6n entre 8ngulos altos y &ngulos bajos al
hablar de difraccifén de Rayos-X se establece dependiendo del &ngulo
de difracci6n, definido mediante la ley de Bragg. La divisifn es ar
bitraria y un espaciado de 30 i suele tomarse como lfnea divisoria
(5). Las membranas biol8gicas presentan espaciados que varfan entre
varias decenas y algunos centenares de i, es debido a &sto por 1lo

que su estudio se efectfia a 4ngulos bajos.
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La técnica de difraccifn de Rayos-X a &ngulos bajos requie
re un especial cuidado, ya que al operar por transmisién se debe cgp
trar el sistema de colimacién con una gran precisifn y buscar la re-

solucibn adecuada al efecto de difraccifn que se desea medir.

Existen diversos métodos que permiten realizar la colima -
cién del haz de Rayos-X, a saber: rendijas (6), colimadores puntua -
les (7), c8mara de Kratky (8), focalizacibn por reflexibn (9) y foca
lizacibn por difraccién (10). En el presente trabajo hemos utilizado
una cimara de difraccibn de Rayos-X de &ngulos bajos disefiada por
H. Kiessig (11) con colimacién puntual, modificada por nosotros me -
diante el disefio y congtruccién de un colimador puntual de 0.24¢ mm
con el objeto de conseguir mejor resolucién. La cimara se acoplé a
un generador de Rayos-X de 12 kW de potencia de la casa Rigaku-Denki
us8ndose foco normal de tamafio O.lemm2 en la superficie del 3nodo.
La radiacién empleada es la K, del Cu filtrada con niquel. La c&mara
de Kiessig consta de 4 colimadores éuntuales, y hemos usado la combi
nacién 0'3/0'5/0'3/0'2/ ¢ mm. La figura 1 representa esquemiticamen-—
te el principio b&sico de la cémara de colimacién puntual empleada,
dénde por simplicidad s6lo se representan los colimadores primero y
cuarto que definen la divergencia del haz. S, es la placa intercepto
ra del haz, P, la pelfcula fotogr&fica, D, el espesor de la muestra
(<0.5a 1lmm), £, la distancia entre los colimadores, A, la distancia
muestra-film, F, la distancia del foco a la placa fotogréfica y r,
el radio del anillo de difraccifn. En orden a conocer la resolucibn
angular de la c8mara calculamos primero la divergencia angular del
haz incidente €, que viene dada por los difmetros de los colimadores
ci ¥y ¢y v la distancia que los separa, que en la c8mara de Kiessig

es fija, es de 200 mm.
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cytc
€= — en nuestro caso £ = _0.3+0.2 0.0025 rad

£ 200

.

Para colimadores con menor difmetro la intensidad de las

reflexiones a bajo &ngulo disminuye rSpidamente.
.
La anchura del haz primario en el plano del film, suponieg\

do sen 6 = 6 ( Sngulcs bajos) viene dada por:
S=¢.A+D

El diimetro de la placa interceptora, ¢, obviamente debe

ser mayor que S.

En nuestro caso hemos trabajado con distancias muestra-

film de 100 y 500 mm teniendo

A=100 Ae+D=1.25 $=2.0 mm
A=500 A€+ D=2.25 $=2.5 6 3.0 mm

La regsolucién alcanzada depende de las aberturas ¢y c2
de los colimadores utilizados asf c6mo de las distancias existentes

entre los colimadores y entre la muestra y el film.

La resolucifin obtenida viene dada por:

g = S/2_ - s /2
F 1(—S2 ) 4a
ci+C2
para el caso A=100 6=6.9 x 10 ° rad
A=500 8=3.9 x 10" * rad

y el espaciado mayor registrado se obtiene a partir de:
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2)\a

a=s—— A=100 d=100 A
o
s + D¥Ae A:500 a=375 A

2

El espesor de las muestras utilizado fué de 0.5 a 1 mm, y
el tiempo de exposicién variable, entre 15 minutos para registrar
la reflexifn mds intensa (001) en la direccién meridional y 45 horas

para la reflexifn mis débil (004) en la direccibn meridional.

El trabajo se realiz6 con una potencia de generador de
8 kw (200 mA/40 kW). En el recorrido del haz desde la muestra hasta
la pelicula se hizo vacfo con objeto de eliminar el eﬁegrecimiento
de la pelicula debido al scattering de Rayos-X con las particulas
de ajire. Todas las exposiciones de MP est&n realizadas en éstas con

diciones.

Los difractogramas fueron registrados en pelfculas Kodirex
de la Casa Kodak cuyas caracterfsticas son: granularidad 11x107?,
densidad de ennegrécimiento media, velocidad del film para el Cu
38, factor del film 2.65%. El revelador utilizado fué el G-150 de
Agfa-Gevaert y el tiempo de revelado de 5 minutos a la temperatura

de 22°C.

Los registros fotogr&ficos de difracci6n se fotometraron,
previo calibrado del aparato, con un microdensitfmetro Joyce-Loebl
MKIII, con una anchura de rendija efectiva de 90 um o menos, siendou
siempre menor del 5% de la anchura de la reflexifn, utilizando las
cunas F-960, D~951 y A-784 de densidades 6pticas 2.34, 1.67, y 0.90
respectivamente. Los brazos de ampliacién fueron 1/20 y 1/50 segfin

los casos. En la figura 2 se representan los anillos de difraccibn
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registrados en la placa fotogrfifica y el perfil densitom&trico co-

rrespondiente.

Andlisis de los perfiles de difraccién
FEste anilisis supone:

La sepéraciﬁn del fondo o "background" debido a la difrac

ci6n no coherente.

La resolucifbn del solapamiento de las reflexiones separan
do la contribucibén de cada md&ximo y estudiando la forma

de los perfiles.
C41lculo de las posiciones de los méximos.

C4lculo de las intensidades normalizadas y anchuras inte-

grales corregidas de los picos.

Evaluacifn de la raz6n sefial-ruido definida por el cocien
te entre las amplitudes de la sefial y ¢1 rujdo en una di-

reccibén dada.

La separacifén del fondo se realiz6 tomando una fotografia

sin muestra con el mismo tiempo de exposicibn e idénticas condicio-

nes de revelado que las utlizadas para la pelicula obtenida en pre-

sencia de MP.

La separacién de los m&ximos se llevd a cabo wmediante un

analizador de curvas Dupont, sobre el registro obtenidc a partir de

la lectura microdensitométrica de la placa fotografica de MP. La

figura 2 ilustra el resultado obtenido con este m8todo de separacibn

de las reflexiones que aparecen en la direccifn equatorial.
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Una vez realizada la separacifn de cada una de las refle-
xiones se estudiaron detalladamente la forma y posicién & las mis-

mas cémo veremos a continuaciébn.

2.3.1. Estudio de la forma de los perfiles

Cémo es bien sabido la distribucién de intensiddes corres
pondiente a un miximo de difraccifn tiene un perfil natunl gue vie
ne determinado fundamentalmente por la distribucifén de tamafios de
cristal (factor de forma) y por la naturaleza y magnitud le las dis
torsiones de red (factor de red), asf c6mo por la distrihbicién es -
pectral de energfa de la radiacién incidente (correccién jor los
factores de Lorentz y polarizacibn). En ausencia de estos factores
los mdximos corresponderfan a picos muy agudos. El efectode la c4-
mara de difraccib6n sobre el méximo puede ser analizado ut.lizando
el teorema de superposicifn (12). De acuerdo con este teoema el
perfil experimental del miximo observado IE(x) es la conwlucién
del perfil sin distorsionar IR(x) y la funcifn del perfil imstrumental

-

II(x).

I.(x) = Lm I ly) Iglx-y) dy ]

o en forma abreviada
= *
IE(x) II(x) IR(x)

la funcién II(x) expresa la suma total de los efectos del aparato
sobre la funcién sin distorsionar. En nuestro caso considirando las
condiciones de trabajo (&ngulos bajos) y dado que las ref.exiones
aparacen dentro de un intervalo angular estrecho (0.8° y '°) se pue

de aproximar II(x) al perfil del haz primario (13).
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La resolucién de la ecuacibn [i] supone el conocimiento

de la expresifbn analftica de las funciones I, e I Un método apro-

R I
ximativo para determinar la forma an&litica de dichas curvas (14,15)
1

consiste en evaluar el cociente §8/6BT donde

4o

J_m I(x) dx

68 = — 2]
Imax(X)

1
3B es la anchura integral y 687 es la anchura de la curva a mitad

de al?ura. En la figura 3 se encuentran representados valores de
63/68’>en funcibn del vector b de la red reciproca, (b=2 sen 8/1))
para las primeras reflexiones que apar?cen separadas en la direccién
ecuatorial. El valor promedio de 68/683; 1.15 para los distintos va
lores de b, se aproxima m&s al valor correspondiente a un perfil
Lorentz cuadrado (~1.21) que al de una gaussiana (=1.06). Posterior
mente se ensayaron los dos tipos de perfiles en el analizador de
curvas obteniéndose con el perfil de Lorentz cradrado una aproxima-
cién al 4rea del 96% mientras que con el perfil gaussianc la aproxi

macibn era del 94%.

Para el haz primario se consider6 también un perfil tipo

Lorentz cuadrado.

La separacién del doblete Ka,' Kuz no se considerf en
nuestro caso ya que al trabajar a Sngulos bajos su correccibn es

despreciable (16).

2.3.2. Determinacibn de la posicién de las reflexiones

La posici6n de las reflexiones puede ser definida bien

por la posicibn de su centro de gravedad (media de la distribucién)
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o por la posicifn del m&ximo (moda de la distribucién). La diferen-
cia entre ambas medidas depende fundamentalmente de las condiciones
de registro empleadas (12). En nuestro caso el par8metro de asime -

trfa es cero y la diferencia entre ambas medidas es despreciable.

La posicifn en grados (0) viene dada por la expresibn

g = _.];.. arc tg _I_'lp_ [:3]
2 L

donde r es la posici6n del miximo en el registro densitométrico (su
medida viene afectada por un error de +0.5 mm), D el brazo de amplia
cibén empleado y £ la distancia de la muestra al film que fué determi
nada mediante el calibrado con una muestra patrén de parafina Csg,
obteniéndose los valores de 100.00#0.05 mm y 500.0+0.3 mm. para los

casos de distancias 100 y 500 respectivamente.

2.3.3. Medida de la intensidad difractada

La distribuci6n de intensidad no puede ser registrada pa-
ra dngulo cero y sus proximidades. Ante este hechc se plantean dos
posibilidades; extrapolar el valor de la intensidad para el pico de
orden cero o‘cénéelar la contribuci6n del mismo. En el primer casco
las intensidades de las reflexiones vendr&n dadas en una escala abso
luta, mientras que el segundo caso vendrfn en una escala relativa.
Al trabajar con intensidades absolutas se obtine un perfil de inten-
sidad electrfnica real, mientras que si lo hacemos con intensidades

relativas lo que se obtiene es la modulacién del perfil (17).

La informacibén que interesa en el astudio de membranas

tal como distancia entre bicapas y contribucibn de lipidos y protei-
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nas al perfil de densidad electrfnica, puede obtenerse trabajando

en una escala relativa. Este hecho unido a la dificultad que plantea
el trabajar en una escala absoluta hizo que nos decidiéramos por tra
bajar en una escala relativa, referida al pico m&s alto gue aparece

en cada una de las direcciones ecuatorial y meridional.

Como los diagramas de difraccibn presentan arcos, es nece
sario encontrar la integral de la distribucién de intensidad (18).
Esto se realiza mediante medidas densitométricas de los arcos en dis
tintas direcciones tal c6mo se muestra en la figura 4 para el caso

de la reflexifn (001).

2.3.4. Correccibn por los factores de polarizacién y Lorentz

La radiacién procedente del generador estd sin polarizar
mientras que la radiacibn difractada esta polarizada dependiendo del
Sngulo de difraccibdn (12), De acuerdo con la teorfa cl&sica de
Thompson la energfa total del haz difractado es proporcional al fac
tor 1/2 (1+cos? 20). La correccibn por este factor debe hacerse
siempre que la radiacibn incidente sobre la muestra esté sin polari

zar.

La correcci6n de Lorentz es debida a la divergencia del
haz y a que &ste no es estrictamente monocromitico. El1 factor de
Lorentz para sistemas lamelares fué calculado por Porod en 1951 (19)

obteniendo el valor de 1/b? siendo b=2 sen 6/A.
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3.1. Descripcié6n del diagrama de difraccién de MP

El diagrama de difraccibén de muestras de MP seca, haciendo
incidir el haz de Rayos-X en direccién perpendicular al plano de la
membrana, consiste en una serie de anillos que se extienden desde es
paciados de 53.2 i hasta 3.5 R. Los de mayor intensidad se encuen -
tran situados a 30.7 X, 26.6 X vy 8.9 i. Las reflexiones medidas, asf
cémo sus posiciones expresadas en 0(grados), b(A™!) y a(A) se encuen
tran recogidas en la Tabla I. Se observan también dos halos, uno di-
fuso que se extiende entre los anillos, centrado a 10 i (Cap. 2, Fig.2)

-]
¥ otrd en el extremo del diagrama cuyo miximo estd a 4.6 A.

Como veremos a continuacibn, las reflexiones se puveden in-
dexar hasta 6 R suponiendo una red hexagonal bidimensional en el pla
no de la membrana. M3s del 90% de las reflexiones predichas para es-
te tipo de celdilla pueden observarse en el diagrama de MP, no apare

ciendo ninguna reflexibn extra.

Debido al hecho de que los diagramas de difraccibp de 11pi
dos extrafdos de MP (1,2) no presentan ninguna de las reflexiones
discretas que aparecen en el caso de diagramas de MP, &stas se aso -
cian con la distribuci6n espacial de la proteina, BR, en el plano de

la membrana (3).

Al hacer incidir el haz de Rayos-X paralelamente &l plano
de la membrana, sobre muestras parcialmente orientadas de M, se ob-
tiene un diagrama de difraccibén que presenta algunas novedades con

respecto al obtenido en la direccibn perpendicular (Fig. 1).

El diagrama consta de dos series de arcos, una situada so-

bre el ecuador y la otra en la direccifn meridional. Los arms situa
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TABLA I

fndice 0 (°) b x 10°(A71) a()
100 0.8294+0.0002 18.8+0.2 53.2+0.6
110 1.4398+0,0003 32.640.3 30.7£0.3
200 1.6597+0.0002 37.6:0.3 26.6%0.2
210 2,.1987:0.0002 49.810.3 20.1:0.1
300 2.4895:0.0003 56.4+0.3 17.8$0.1
220 2.8752+0.0003 65.1:0.3 15.37:0.08
310 2.9925£0.0002 67.710.3 14.77+0.06
400 3.3225%0.0003 75.2+0.3 13.30£0.06
320 3.6257¢0.0003 82.0:0.4 12.1910.06
410 3.8060%0.0003 86.1:0.4 11.61£0.05
500 4.152140.0002 93.9:0.4 10.65+0.04
420 4.3964+0.0003 99.4+0.4 10.06t0.04
510 4.6311+0.0005 104.7+0.5 ~ 9.55%0.05
430 5.0515+0.0004 114.2+0.5 8.76+0.04
520 5.1874+0.0003 117.3:0.4 8.53+0.03
610 5.4503%0.0004 123.2+0.6 8.12%+9.04
700 5.8157+0.0005 131.4+0.7 7.61+0.04
620 5.9979+0.0004 135.6%0.6 7.38:0.03
710 6.2777:0.0005 141.8+0.7 7.05+0.04
540 6.4954+0.0005 146.7%0.7 6.81+0.05
800 6.6564+0.0005 150.4:0.7 6.6510.05
720 6.8034+0.0005 157.7+0.7 6.51+0.05
640 7.3140¢0.0005 165.1:0.7 6.05%0.05
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Fig. 1. Fotograffa de la difraccibn de rayos X
de la membrana PGrpura con el haz de rayos X

incidente perpendicularmente al plano de la mem
brana. Tiempo de exposicibn: 112 horas. Distan

cia muestra film: 100 mm.
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Direccibn
Meridional

Direccibn
Ecuatorial

Fig. 2. Fotograffa de la difraccibn de rayos X
de la membrana Plirpura con el haz de rayos X
incidente paralelamente al plano de la membrana.
Tiempo de exposicibn: 45 horas. Distancia de

muestra film: 100 mm.
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dos en el ecuador presentan el mismo espaciado e idéntica relacién
de intensidad.que los anillos de la figura 1. Los anillos son el re-
sultado de promediar circularmente la intensidad que aparece en el
ecuador en la figura 2. El1 hecho de que sean arcos indica una orien-

tacién tipo mosaico en los fragmentos de membrana.

Los arcos situados en el meridiano aparacen a espaciados
49/h, siendo h=1, 2, 4, 7, 10. La intensidad de los tres Gltimos es
mucho menor que la de los dos primeros. Su origen esti en el empaque
tamiento lamelar de las membranas en esa direccién. Se observa una
difracci6n difusa entre ellos, gque aumenta a medida que nos alejamos

del centro, indicando un apilamiento imperfecto de las membranas.

-]
A 4.6 y 10.0 A, en la direccifn ecuatorial, aparecen los
°
halos a los que nos hemos referido anteriormente y a 5 A, en la di -
reccibn meridional, aparece otro halo (Fig. 3) que se extiende por

los cuadrantes hasta unirse con el ecuatorial de 4.6 R.

En los cuadrantes se observa algo de difraccifén difusa
formando como estratos pero de intendidad mucho menor que la que apa

rece en las dos direcciones ya mencionadas.

3.2. Analfsis en la direcci6én ecuatorial

3.2.1. Parfmetros de la Celdilla Unidad
3.2.1a. Asignacién de Indices a las reflexiones
Conocidas con exactitud las posiciones de los miximos de

difraccién, se hace uso de un método analftico para identificar el

sistema cristalogrdfico y averiguar los fndices correspondientes a
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cada reflexifn. El ajuste es puramente geom&trico pues al no existir
orden cristalino tridimensional en el apilamiento de membranas no se
le puede asignar un grupo espacial con total seguridad, sin embargo

el grupo planar correspondiente a la proyeccifn de la materia difrac

tante en la direcci6bn (001) ha sido determinado.

La eleccibn del sistema hexagonal se basa en el hecho de
que micrograffas de membrana en estado seco, presenta superficies de

fractura que forman entre si &ngulos de 60 y 120 grados (4).

En el sistema hexagonal la relacifn entre sen’ 8 (8 &nqulo
de Bragg) y los fndices h, k, £, de cada reflexibn viene dada por la

expresifén:
sen? 6 = A (h® + h k + k%) + c &2 1]
con A = A%/3 a? Y C = 2%/4 &2

donde A es la longitud de onda de los Rayos~X y, a y ¢ son los par&-
metros de la celdilla unidad (5).

En el plano de la membrana, direccifn ecuatorial, como £=0

tenemos entonces que sen? 6/(h® + h k + k?) = A2/3 a? es constante.

Dado que los valores posibles para h?> + h k + k? se en -
cuentran tabulados (6) buscando la relacibn constante indicada ante-
riormente para cada linea del diagrama, se pueden asignar fIndices a

cada reflexién.

Los espaciados experimentales ajustan perfectamente una
celdilla hexagonal (Tabla II) observi&ndose ausencias solamente en el

caso de las lfneas 330, 440 y 600.



1

TABLA II

exp cal
53.2 53.6
30.7 30.6
26.6 26.6
20.1 20.1
17.8 17.8
15.4 15.4
14.8 14.8
13.3 13.3
12.2 12.2
11.6 11.6
10.7 10,7
10.1 1v.1
9.6 9.6
8.8 §.8
8.5 8.5
8.1 8.1
7.6 7.6
7.4 7.4
7.1 7.1
6.8 6.8
6.7 6.7
6.5 6.5
6.1 6.1
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3.2.1b. Dimensiones de la celdilla unidad

Para una celdilla unidad hexagonal (a=b#c, a=Bf=90°, y=120°)
los parémetros de celdilla pueden calcularse a partir de los valores
experimentales de 9, utilizando cualquiera de las reflexiones, me -

diante la expresibn:

2 (2 2 1%
a=[)x (h+hk+K)] ‘2|
3 sen® 8

A a=cotg 8 sen 8 A 8 (A2(h%*+ h k + kz)/3)*

En la Tabla III se muestran los valores obtenidos pera a,

a partir de los valores experimentales de 6.

Aunque los errores sistemiticos disminuyen al aumentar 0
(7), en nuestro caso y debido a que las primeras reflexiones estin
mejor definidas y son mis intensas, hemos tomado c8mo valor e a

el promedio, obtenié&ndose:

El valor de c se obtiene a partir del espaciado de Jas re -
flexiones que aparecen en la direccifn meridional obteniéndose un va

lor de:

Conocidos a y ¢ el volumen de la celdilla unidad se deduce

inmediatamente, resultando

©
v = 159.900 a°®



34

TABLA IIX

fndice a
100 61.50
110 61.36
200 61.47
210 61.39
100 61.48
220 61.18
310 61.48
400 61.44
320 61.36
410 61.45
500 61.47
420 61.45
510 61.38
430 61.49
520 61.48
610 61.46
700 61.49
620 61.43
710 61.49

at

61.

45

0.09
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3.2.1c. NGmero de moléculas de proteina por celdilla

Si se conoce la densidad de la membrana y el peso molecular
de la proteina, cbmo sucede con la BR, se puede calcular el némero

de moléculas de proteina que hay por celdilla.

La densidad de MP calculada por primera vez por Stoeckenius
y Kunan en 1968 (8), fué confirmada posteriormente (9) siendo su va-
lor p=1.18 gr/cm®, con lo cual la masa contenida en la celdilla uni-

dad A=p V=188.697 x 10 2"grs=113.652 Dalton.

Cémo el 75% de la masa de la membrana corresponde a la masa
de la proteina (8) tenemos 85.239 Dalton de proteina y 28413 Dalton
de 1l1ipidos por celdilla unidad. El peso molecular de la BR es 26.000
Dalton (2) con lo que se obtiene qué el nGmero de moléculas de pro -

teina por celdilla unidad es 3.3 = 3.

3.2.1d. Grupo planar

©
Debido a que los espaciados hasta 6 A se corresponden con
los de una celdilla unidad hexagonal, el ntimero de posibles empaque-

tamientos estd limitado a los existentes en el sistema hexagonal.

Grupos con planos y centros de simetrfa no son posibles en
los empaquetamientos de proteinas (10), de los grupos que restan s6lo
el P3 contiene tres moléculas por celdilla unidad, todos los demés

tienen 6 6 12,

Se concluye pués que el empaquetamiento debe ser hexagonal

P3.
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3.2.2. Tamaiio y Perfeccifén de los Microcristales de Membrana

PGrpura

‘La frecuente pérdida de orden de largo alcance en la red
cristalina c6mo consecuencia de irregularidades estructurales y de
empaguetamiento provoca un estado "pseudocristalino" o "paracristali
no" que le aleja de la condicibn de cristal perfecto (11,12) (Cap. 1,
2).

Abordaremos pués, directamente los resultados obtenidos en

el caso del empaguetamiento de BR en la MP.

El estudio paracristalino requiere el conocimiento de las
anchuras integrales de las reflexiones. Esta medida se hizo a partir
del registro de densidad 8ptica obtenido empleando un microdensittme
tro Joyce-Loebl. Los perfiles fueron resueltos posteriormente median-
te un curvo-analizador. En la Tabla IV se dan los valores de la inten
gsidad en unidades relativas y de la anchura integral para las distin-

tas reflexiones que aparecen en la direccifn ecuatorial.

En la direccién [100] el estudio se ha llevado a cabo te -
niendo en cuenta los siete 8rdenes de difraccibn que aparecen en es-
ta direccifn, siendo la primera vez que se consiguen tantos Srdenes

en el caso de un paracristal.

Si asumimos que el factor de forma al cuadrado S y el fac-
tor de red Z presentan un perfil de Lorentz, la anchura integral

GBhkﬂ en la direccifn h k £ se expresa (13)

1 (s g m)? -
58 = + |31
hkt = Dy, dhke




TABLA IV
fndice Ieorregida y asexpxlo’(i“) 5scorregx10’(ﬁ")
normalizada
100 13.2 1.6%0.2 1.2:0.2
110 100.0 1.740.2 1.3:0.2
200 37.9 1.840,2 1.420.2
210 14.5 1.840,2 1.4:0.2
300 1.1 2,1+0,2 1.840.2
220 16.1 1.9:0,2 1.5£0.2
310 18.2 2.0+0.2 1.740.2
400 12.1 2.1%0.1 1.8:0.1
320 13.7 2.4:0.2 2.1:0.2
410 17.0 2.4%0,2 2.1:0.2
500 12.9 2.4%0.2 2.1:0.2
420 17.9 2.6%0.2 2.2:0.2
510 6.0 3.320.3 3.040.3
430 25.3 3.7+0.2 3.4%0.2
520 4.5 3.1%0.5 2.8%0.5
610 3.8 4.7%0.5 4.5:0.5
700 7.4 3.8%0.3 3.5:0.3
620 2.8 4.0%0.5 3.7%0.5
710 3.9 4.4%0.5 4.2%0.5
800 2.6 4.1%0.3 3.840.3

razén sefial/ruido = 220
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donde th£ es el tamafio de cristal en la direccién hké, dhkt
es el espaciado interplanar, Ihke el factor de paracristalinidad

y m el orden de la reflexibn.

La figura 4 ilustra la variacién de la anchura integral 68

en funcién del cuadrado del vector b de la red reciproca (b=2 sen 0
/2).

La representacién de 6B frente a b (Fig. S5} muestra un au-
mento cuasi parab8lico lo que sugiere que la contribucién de defec-

tos de primera especie a la anchura observada es despreciable.

A partir de la expresién 3 se han calculado los valores
Dyyt ¥ ke ©n las direcciones (100}, [110], [210] y [310]. En 1a
Tabla V se encuentran representados los valores de g y D en las dis

tintas direcciones.

TABLA V
planos o °
reticulares d (A) g (%) D (A)
(100) 53.2+0.6 1.5:0.1 850+100
(110) 30.70.3 1.020.5 920+140
(210) 20.1:0.1 2.2%0.6 9401250

(310) 14.8+0.1 3.1+0.8 1150+400
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3.2.3. Distribucién de BR en MP. Justificacién de la Intensidad

Difractada en la Direccibn Ecuatorial

Debido a su complejidad, el estudio de la estructura de
una proteina suele desarrollarse mediante una serie de aproximacio -
nes graduales, con las cuales se consigue informacién parcial acerca
del nfimero de cadenas que forman la molécula, distribucibn espacial
y distancia promedio entre las mismas, etc. Esta informaci6n resulta
de gran utilidad cuando se trata de dilucidar posteriormente la es -

tructura primaria de la proteina.

Hay dos métodos a través de los cuales se pueden deducir
caracterfsticas estructurales, partiendo de los datos de difraccibn.
El primero se basa en el ajuste de la intensidad experimental con la
intensidad calculada a partir de,unkmodeio tebrico, en el cual se
asigna a las partfculas una forma, tamaifio y ordenamiento dados; si
el ajuste es adecuado, el modelo utilizado es elegido cémo solucibn.
El segundo método requiere el conocimiento de la intensidad difracta
da por un elemento individual de la muestra, en la misma escala que

la observada para la agrupacién de unidades difractantes.

La distribucifn de intensidad que aparace en el caso de la
MP en la direccifn ecuatorial proviene de la disposicibén ordenada de
la proteina BR, en el plano de la membrana, pues si se compara el
diagrama de MP con el de los lfpidos extrafdos de esta membrana, se
observa que en el Gltimo caso no aparacen los miximos discretos que

se observan cuando la muestra es MP (1).

Siguiendo em primer método antes sefialado, desarrollaremos

un modelo en el que a partir de la distribucibén de la proteina en la
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membrana, se calcula la intensidad en la direccién ecuatorial.

Hay pocos precedentes de construccifén de un modelo matemd
tico para estudiar difraccién de una proteina de membrana, entre
otras causas debido a que no es frecuente encontrarlas dispuestas
de una forma ordenada dentro de la membrana. Muy diferente es el ca
so de las proteinas fibrosas; la relativa facilidad con la que se
puede obtener una fibra las ha convertido en intenso objeto de estu
dio, desarrollindose ampliamente la teorfa de difraccién para este
tipo de moléculas en los dltimos afios (14,21). Los trabajos con po-
lipéptidos (22,23), queratina (24), miosina (25) etc. muestran los
avances conseguidos en la interpretacibn de los diagramas de esle

tipo de estructuras.

En el presente trabajo hemos ensayado distintos modelos
con diferentes resultados, c6mo se verd a continuacibn. Algunos de
los par&metros de los modelos se obtienen directamente de los dia -
gramas de difraccién (dimensiones de la celdilla, nﬁmgro de molécu-
las por celdilla, distancia promedio entre o-hélices, posicifn de
los miximos), otros se basan en resultados cbtenidos por otros in -
vestigadores con diferentes técnicas experimentales (proteina forma
da por siete o-hélices (26,31) disposicién del mon6mero perpendicu-

larmente al plano de la membrana (26,30).

3.2.3a. Modelos matemiticos

En todos los modelos se hacen tres aproximaciones; la pri
mera considera que un segmento a-hélice en la proteina difracta c6-
mo una varilla (cilindro lleno) (27), la sequnda presupone simetria

cilindrica en estos segmentos (28) y en la tercera se considera que
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la longitud de onda de los Rayos-X es despreciable frente a la longi

tud de las cadenas (29).

Fig.6

81.5 A

En el modelo mi&s sencillo se consideran los trimeros de
proteina (3 situados en los vértices de una celdilla hexagonal. La
Fig. 6 muestra una seccifn transversal de este modelo. Suponemos que
el trimero tiene densidad uniforme y difracta c6mo una varilla de ra
dio Tor la separacifn entre trimeros viene dada por el valor obteni-

o
do experimentalmente para el lado de la celdilla, en este caso 61.5 A.

De acuerdo con la ecuacién I-45 la intensidad viene dada

por:
- 2 -
I(b) = |F| Gy (b) =

Jl(2nr°b)

2
I(b) =1?E:0 - ] B+10 J°(21ra b)+230(2\/§na b[[ |4]

Los c&lculos se efectuaron en el intervalo b=0.02 A~ ! has-
ta b=0.15 i_’; el resultado obtenido puede verse representado en la
Fig. 7. La intensidad calculada se ajusté a la obtenida experimental
mente, de manera que las curvas coincidan en la reflexién con b=

o.
0.032 A" !. Los parimetros con los que se logr6 el mejor ajuste son

o -]
r,=29.2 A y a=61.5 A,
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Se consider6 también la aproximacifén del trimero de protei
na c6mo una varilla hueca, en este caso la densidad electrbnica ven-

dria dada por:

1 r' r r,
p = .
0 r' >r > r,
y la amplitud difractada
J, (21r,b) J, (27r'b)
F(b) = 2 —— = 1! —————— isl
b b

La intensidad calculada con este modelo muestra una menor

coincidencia con la Iex que en el caso anterior, lo gue parece in-—

P
dicar que las tres moléculas de proteina se agrupan de una manera

compacta para formar el trimero (Fig. 7)

En el tercer modelo partimos de la estructura del monémero
de proteina, formado por siete a-h€lices dispuestas perpendiculirmen
te al plano de la membrana (30,31). Considerando las oa-hé&lices ¢6mo
varillas paralelas de radio Lo la intensidad difractada debida al

mon6mero serfa:
Ib)y = |F |* GNl(b) l6]
con G, (b)=IL J, (2nr__,b) ¥y F la amplitud difractada por wa
mm mm C

N, [ ]

a-h&lice; J_  es la funcidn de Bessel de orden cero y L la distan~

0

cia promedio entre o-hélices.

Al agrupar las proteinas en trimeros, la intensidad v:ene

dada por:
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I(b)g = N, |IFyl® - [Py 17| + |FT|2‘GN2(b) [71

#iendo N, el nGmero de monbmeros, en nuestro caso tres, y

G, =1L J_(2rr__,b) con r de distancia entre mon&émeros.
N, o PP

p. p' pp'

2 2 % 2 _ 2 2
[Fpl? = Fg Gy, (P) IFpl? = F? By, (B)

3
con BN =L 3 (2rr_ b) donde r_ es la posicifn de los monbSmeros:;
1 1 © p p

la intensidad difractada es entonces:

1(b)y = N, Fg [Gy (B) - B (B)] + FC BY (D) Gy (b) KL

El paso siguiente es considerar los trimeros agrupados en

un empaquetamiento hexagonal, obtenemos asf:

= 2 - P2 p? 2 p2 - P2 p2 2 2 p2 Rp?
I(b) Na[ilz (FZ (;Nl F,, B“n' +F] BNI c;N2 F_ B"; BN;]+ F2 BNIBNZGNa
M|

I9]

donde N, es el nfimero de trimeros por celdilla y By =J0(2nrnb)
2

correspondiendo r a la posicifn de los trimeros dentro de la celdi

n
1la unidad;

X J (2nr b) siendo r distancia entre trime-
s gqq' © aq'® qq'

ros.
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Los par8metros calculados (Fig. 8) resultan:

r o= 4.15 A
I
- o |
rm' = 9.9 A
- L]
rpp' = 29,0 A
- -]
rqq, = 61.5 A
o
13 A
r =
P 2321
o
rh = 17.5 A

La figura 9 muestra la intensidad calculada fente a la ex:
perimental, c6mo en los casos anteriores I eI se ajustaron de
cal exp

manera que coincidiesen para b=0.032 R.

3.2.3c. Banda difusa centrada en 10 R

Desde los primeros trabajos de Perutz, Crick, Corey (32-
36) con polipé&ptidos y proteinas fibrosas se encontrf ae era carac
terfstico de los diagramas de estas sustancias, la preencia de una
banda de difraccién en la direccifn ecuatorial, centradealrededor de
10 R, adem&s de dos picos de difraccifn marcados a 5.15; y 1.5 i
(Perutz sitfla esta banda en 10.5 para el poliﬁéptido Pdy~y-benzil~
L-glutamato, Pauling y Corey en 9.8 para la a-queratinay Crick en
10.0 para la hemoglobina). C6mo se vi6 gue lo comlin a bdas estas
substancias era la estructura en a-~hélice, se asocib eze halo con
este tipo de estructura, concretamente con la distanciapromedio en-

tre cadenas a-h&lices.
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Bas&ndonos en estos datos y debido a que en la f6rmula |9]
el primer término tiene en cuenta la contribucibén de las o-hélices
a la intensidad, y se presenta cbmo un término aditivo, hemos separa
do el halo difuso en el registro de Iexp y ajustado este mediante la

ecuacibn:
— 2
I(b) = F. G [10]

Fé = factor de estructura de un segmento a-hélice

GN(b) tiene en cuenta las siete a-hélices en la proteina,

siendo la funcibn interferencia en este caso:

GN(b) = 7 + 22 JD(Zﬂrmm.b) + 6 JO(4nrmm,b) +

2 3 (6nr,b) + 8 JO(Zﬂ\/irmm,b) + 4 Jo(zmﬁrmb)

o

romt s distancia promedio entre a-hélices = 9.9 A

Cémo puede inferirse a partir de la concordancia entre

Iexp e I .1 (Fig. 10), la distribucibn de la a-hé&lice dentro de la

o
proteina explica la presencia del halo difuso a 10 A.
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3.3. Anflisis en la direccidn meridional

En los apilamientos de membranas, la difraccifn de Rayos-
X es producida a causa de la periodicidad que se origina en la di -
reccibn de empaqguetamiento, siendo la membrana el elemento unidad
que se repite en esta direccifén. Con membranas de superficie infini
ta o dimensiones laterales mucho mayores que su espesor, que no tu-
biesen ondulaciones, y estubiesen perfectamente ordenadas, estos pa
quetes podrian tratarse c¢bémo cristales monodimensionales (37). En
la préctica nos encontramos que las superficies de las membranas
presentan ondulaciones y que la periodicidad fluctua. Como conse =~
cuencia encontramos que el nfimero de reflexiones que aparecen en la
direccibn meridional en el diagrama es pequeno, entre cuatro y seis,
observdndose también una rfpida disminucién de la intensidad y un

ensanchamiento de los perfiles a medida que aumenta el espaciado.

En la Tabla VI estén indicadas las posiciones, anchura in

tegral e intensidad de las reflexiones registradas con MP orientada

TABLA VI

planos °

: 2
reticulares d (a) Gsexp Gscorr Irel X b

(001) 48.9+0.1 2.05+0.05 1.8+0.1 100.0

(0602) 24.6+0.1 2.95+0.05 2.820.1 11.9

(004) 12.240.1 7.2 0.7 7.1:0.8 0.8

(007) 6.5%0.2

(0010) 5.2:0.4
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Las reflexiones 007 y 0010 son muy débiles y aunque pueden posicio -
narse en registros hechog con mids de 40 h de exposicifn las medidas
de intensidad y anchura integral en estos picos vienen afectadas de
un error muy grande pues el fondo debido a la radiacifn no coherente

saumenta considerablemente con la exposicibn en esta direccibn.

C6mo se ha visto en el Cap: 1 la transformada de Fourier
inversa del perfil de intensidad, Fig. 11, es la funciébn Qexp‘ A par
tir de las relaciones dadas por Buerguer (38) entre las posiciones y
amplitudes de los picos de la funcién Qexp y los de la funcibn densi
dad electrbénica se construye una funcibn Pmod El cuadrado de convo-
lucidn de Pmod ©S la funcién Quog CuYoSs parimetros se refinan (39)

hasta lograr el ajuste con la funcibn Qexp* La funcién Pmog dUe mejor

P
ajusta Qexp se considera el perfil de densidad electré6nica solucién.

3.3.1. Apilamiento imperfecto. Tamafio de los paquetes de MP

Trabajos recientes, realizados con diferentes membranas
(40-42}), mueétran que los apilamientos presentan -‘onsiderables dis -
torsiones de red de tipo paracristalino, debido a ondulaciones en
las superficies de las membranas y a la naturaleza del empaquetamien
to. El tratamiento considerando distorsiones de seaunda especie en

la red parece el m&s adecuado al estudiar estos sictemas.

En el caro de MP =3ta suposicibn viene apoyada por el he-
cho de que la representacién 6B en funcién de b?, de acuerdo con la
ecuacibén 1-|34| es lineal (Fig. 12). A partir de la pendiente y la
ordenada en el origen calculamos los par8metros que nos dan idea de

las imperfecciones del empaquetamiento lamelar.
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La fluctuacibn paracristalina promedio g asi obtenida fué
del (4.5%0.7)%, el tamanio de los dominios que difractan coherentemen-
o
te D=680*70 A y el nlmero de membranas promedio por paquete es N=D/d

=14.

En los cdlcules siguientes consideraremos entonces que la
proyeccidén segfin el eje de empaquetamiento del espesor de las membra
nas muestra fluctuaciones, caracterizadas por una distribucibn de
probabilidad H,, mientras que la distancia entre membranas adyacen -
tes muestra una distribucién de probabilidad caracterizada por 1la
funcién H,. Las distribuciones H, y H,, ambas de tipo gaussiano no

estan correlacionadas.

3.3.2. C8lculo de la funcién Q y del perfil de densidad

electrbnica

La funcibn Q experimental se obtiene como la transformada
de Fourier inversa de la intensidad difractada (Fig. 11) de acuerdo
con la ecuacibn

b
Qexp(x) =2 I max (I(b),) cos (2r b x) db [12]

0
donde I(b)c representa la funcibén intensidad cooregida y b es el

vector en el espacio reciproco.

En los experimentos a 8&nqulos bajos, usando colimadores
puntuales, las correcciones que se hacen a la intensidad experimen-
tal difractada por empaquetamientos lamelares son las debidas al
factor de Lorentz, cuyo valor en este caso es 1/b? de acuerdo con

Neff (43) y Az&roff (44) por lo tanto,
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1) oy = Lib) 0 b° 113

r

La funcibn Qexp asi obtenida que puede verse en la Figqg.
13 es casi peri6dica y decrece lentamente al aumentar la distancia
desde el origen, anulindose después de 14 perfodos, en buen acuerdo
con el tamafio del dominio cristalino obtenido de la prepresentacidn

88 frente a b? incluida en el apartado anterior.

Segfin de vi6 en el Cap. 1, representando la densidad elec
tr6nica de una membrana cfmo la suma de gaussianas G (Ai, Xy c) de
amplitudes Ai’ en las posiciones X, ¥ de la misma anchura c, la Q
modelo teniendo en cuenta las distorsiones de la red, viene dada

por la expresibn 1-{42].

En el caso de MP es suficiente usar solamente los cuatro
primeros términos de la ecuacién anterior para describir la funcibn

Q
Qexp en el intervalo x=0 hasta x=L=49 A.

La funcién Q modelo viene dada entonces por la expresibn

Qmod(x) = 2NQm(x)*6(x—0)+N QmL*H2+(N'1)Qm2*Hl+
+ 2(N-1)Q *H,*H, |14]

o
Los valores de Qexp se tomaron a intervalos de 1 A, sien-

do este el intervalo de cédlculo en Quoa- El mejor conjunto de paré-
metros obtenidos para la membrana plirpura se muestra en la Tabla VI
El nGmero de funciones gaussianas empleadas en la construccidn del
modelo fueron cuatro. En las dos primeras columnas de la Tabla VIIIX

puede verse el listado de los valores de Qexp y Q calculada con

mod

este conjunto de parf@metros. La contribucibfn de las distorsiones al
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perfil de la funcibn Qexp puede separarse reemplazando las funcion
de distribucién H y H, por funciones §. El perfil de densidad ecle
trénica de la membrana sin distorsionar y su cuadrado de convoluci
la funcibn Q5 (Fig. 14) se obtienen entonces cbmo suma de las func
nes gaussianas de amplitudes Ap. posicionadas en X Y de anchura c¢

dados en la Tabla II.

La funcibn Por densidad electr6nica de la celdilla unida
puede expresarse también cbmo una serie de cosenos en el intervalo
(-L/2, L/Z], siendo L la periodicidad observada, de acuerdo con la

ecuacibn

N
o (x}) =a_+ I a cos = 2% f15]
o -1 k L < <
-L/2 > x = L/2

El c8lculo de po(x) en esta representacién se puede hace
si se conocen los valores de los coeficientes y sus signos, la lis
ta de los cuales se adjunta en la Tabla IX para el caso de la solu
ci6n obtenida anteriormente como suma de gaussianas. La asignacién
de pares a las reflexiones observadas es entonces pricticamente in

mediata, siendo la secuencia en este caso (+++-).

TABLA VII
Ay X c; zi'Rq birg
-0.15 0.00 c=0.0178 £,=30.94 Ay=3.33
-2.08 6.22 c1=0.045 £,=17.57 A =0.07
+1.06 21.18 c2=100.00 Rq=0.002 A=8,+0,=3.4

+1.68 32.69 Gq=0.007 g=6.9%
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TABLA IX

Coeficientes a, en el desarrollo de po(x) en serie de cosenos

k ay k ay

0 +0.389 9 +1.145
1 +0.603 10 +1.030
2 +0.173 11 +0.732
3 -0.273 12 -0.381
4 -0.492 13 +0.085
5 -0.362 14 -0.100
6 +0.059 15 -0.179
7 +0.581" 16 -0.170
8 +0.990

El principal problema que plantea este método de desconv
lucién es el de la unicidad de la solucibén obtenida. El problema qu
se plantea en cristalografia de la eleccibn del conjunto de fases
apropiado se manifiesta en este caso en la existencia de varios con
juntos de par&metros que dan grados semejantes de aproximacibn. En
la Tabla X viene dado otro conjunto de parmetros que siendo total
mente diferente a los de la anterior solucibn proporciona una aprox

macibén aceptable a la funcibn Qux c6mo puede observarse en la Tabl

P
XI. Las funciones po(x) y Qo(x) calculadas en este caso son las que
se encuentran en la Fig. 15. La secuencia de fases correspondiente

este caso es (+---).
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TABLA X
Ai Xi Ci 'ﬂi'Rq Ai'g
-1.67 0.00 c=0.0173 £1=36.12 6;=0.05
1.63 2.89 c;=190.28 2=12.67 A,=5.05
1.18 23.43 c=0.0196 Rq=0.005 A=A, +A2=5.1
-1.42 41.12 Gq=0.010 g=10.5%

La eleccién de la solucifn se hace por tanto no s6lo en

base a criterios de mejor ajuste, menor R_, sino también teniendo e

q

cuenta cual de las soluciones nos proporciona un valor para la fluc

tuaci6én paracristalina g acorde con el obtenido independientemente

partir de la representacién 88 frente a b2.
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4.1. Discusibén de los parimetros de celdilla calculados

El conjunto de parimetros de celdilla calculados nc pre -
senta diferencias importantes de los dados por o":ros investigadores
(1,2,3). El espaciado en el que aparece la primera reflexifn meri -
dional, correspondiente a la periodicidad de empaquetamiento de las
membranas, nos da la longitud de la celdilla en esta direccibn. Es-
te espaciado depende de las condiciones de preparacifn de la mues -
tra, fundamentalmente de la cantidad de agua entre membranas. Hen -
derson (2) da espaciados entre 47.8 i y 53.0 i. En nuestro caso el
valor obtenido 48.9 i es el 1limite inferior de los valores calcula-
dos. Hinchando la MP en atm6sferas con distintos grados de humedad
obtuvimos valores de 52.3 R (25h de hinchamiento en atmésfera al 44%
de humedad relativa controlada mediante C03H2 anhidro), y 53.5 i

(25h de hinchamiento en atmésfera al 100% de humedad relativa).

Debido a que el nfimero de reflexiones que aparace en esta
direccidn meridional es pequefio, tres, intentamos conpseguir una me-
jor orientacién de las membranas con objeto de obtener mi&s reflexio
nes y mejorar asf la resolucién del perfil de densidad electrSnica.
Aunque se pudieron posicionar otras reflexiones (ver 3.1) las medi-
das de intensidad y anchura integral no fueron posibles debido a su
débil intensidad. Blaurock que en un trabajo inicjal (3) mencionaba
la existencia de seis reflexiones en esta direccifn, posteriormente
comenta la imposibilidad de hacer medidas de intensidad en mis de

tres de ellas (4).

(-]
La banda centrada a (5.0%0.1) A en esta direccibn es ca -
racteristica de la existencia de a-hélices en la proteina de membra

na. Desde los trabajos de Crick (5), Pauling y Corey (6) se inter -
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preta c6mo distancia promedio correspondiente al paso de h&lice. En
la direccibn ecuatorial sorprende el nfimero de picos observados. En
la mayorfa de las membranas biol8gicas y membranas modelo estudiada
hasta el momento, la disposicién topolbgica de las moléculas de 1lip
do y proteina es poco conocida debido a la ausencia de difraccibn
en esta direcci6n, consecuencia de la disposicién desordenada de la
molé&culas de proteina en la bicapa lipfdica. Comlin a otras membra
nas s6lo son los halos que aparecen en esta direccibn a 10.0 i Yy
4.6 R. El valor de (61.5%0.1) i (dimensifn de la celdilla en el pla
no de la membrana) coincide précticamente con el obtenido por Blaur
(61.4:0.3) A. Las posiciones de las reflexiones se ajustan perfecta
mente con una celdilla hexagonal (a=b=61.5). Hemos registrado cuatr
nuevas reflexiones de Indices 540, 800, 720 y 640 gue aparecen a es
paciados (6.81t0.05), (6.65:0.05), (6.51:0.05) y (6.05%0.05) dados

-]
en A,

La estructura hexagonal sucede no s6lo en la superficie
de la membrana, sino que se mantiene a lo largo de la seccién trans
versal de la misma c¢b6mo lo prueba el hecho de que estos picos apara
rezcan tanto si el haz de Rayos+X incide perpendicularmente c6mo si
lo hace paralelamente al plano de la membrana, en el primer caso a
recen anillos a estos espaciados {(microcristales dispuestos al azar
en el segundo se observan arcos (orientacibn parcial en la direcci
de empaquetamiento). En ninguno de los numerosos estudios realizado
con bicapas lipidicas (8,9), 1lipidos extraidos de membranas (3,10)
aparecen reflexiones en esta direccibn, por lo que parece incuestio
nable asociar su presencia con la distribucibn regular de la Gnica

proteina que existe en la membrana pfirpura, la BR.
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El halo en la direccién ecuatorial centrado a 10 A apare
ce en muchos diagramas de difraccién de membranas y es caracterfisti
co de proteinas con segmentos de cadena helicoidales del tipo o« o B.
Esta banda se asocia a la distancia promedio entre hélices. Membra-
nas cémo la del eritrocito d6nde la mayorfa de las proteinas estfn .
ligadas superficialmenté no presentan esta banda de difracecién. Es-
ta contribucibn ecuatorial parece que ocurre solamente en membranas
en las que hay proteinas con segmentos helicoidales que atraviesan -

la membrana.

La otra banda de difraccifn gue aparece en la direccidn
ecuatorial esti centrada en 4.6 i. Este espacliado tipico de las pa-
rafinas lfquidas y lfquidos hidrocarbonados, aparece en todos los
diagramas de difraccién de bicapas lipfdicas y membranas. Correspon
de a la distancia promedio entre cadenas hidrncarbonadas de los 11-
pidos. La anchura y extensién a zonas por encima y debajo de la di-
reccibn ecuatorial indica que las cadenas hidrocarbonadas de los 1%
pidos no son totalmente paralelas, y estin bastante aesordenadas
aunque muestran orientacibn preferente en fngulo rectc al plano de
la membrana. La intensidad de esta banda unida al hecho de que los
1fpidos constituyen =61lo el 25% de la masa de la MP, sugiere que la

mayoria de las molé&culas de l1lipido deben estar en contacto unas con

otras y agrupadas en zonas discretas de la MP.
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4.2. NATURALEZA PARACRISTALINA DE LA MEMBRANA PURPURA

4.2.1. Distorsiones en el plano de la membrana

El estudio de la paracristalinidad de la Membrana PGirpura
orientada nos proporciona informacién referente al tamafio de los do
minios que difractan coherentemente y se situfn en el plano de la
membrana y al mismo tiempo también nos suministra datos cuantitati-
vos relacionados con el tipo y grado de desorden existente en la

red de proteina que hay en la membrana.

Lo primero que se plantea entonces es establecer si el de
sorden presente en el interior de la membrana es el resultado de
distorsiones estructurales que mantienen el orden de largo alcance
en los microcristales (microtensiones o distorsiones de primera es-
pecie) 6 de distorsiones en las que no se mantiene el orden de lar-
go alcance (distorsiones de segunda especie). Este Gltimo tipo de
desorden conocido cbmo paracristalinidad, ha sido discutido por
Hosemann (11)y se ha demostrado que existe no s6lo en polimercs sin
téticos (12), ferritas (13), metales fundidos (14), sino témbién en

biopolfmeros (15) y membranas biol6gicas (16).

El distinguir entre los dos tipos de distorsiones a par -
tir del ensanchamiento de los perfiles que aparecen en los diagra -
mas de difraccifén de Rayos-X requiere al analizar al menos tres 6r-
denes en una direccifn dada por los Indices hkf. De acuerdo con
Hosemann (17) la distincifn entre distorsiones de segunda especie
{(paracristales) puede hacerse mediante la representacién 5Bhk£ fren
teaby GBhkt frente a b? (ver 1.2.1). Si la representacién 5Bhk£

frente a b es lineal entonces estamos en el caso de distorsiones de
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primera especie, si por el contrario esto no sucede c6mo en el caso
de Membrana Pirpura (Cap. 3, fig. 4)'y ademis la representacibn
66hk£ frente a b? es lineal (ver 1.2.1) se admite que la estructura
es paracristalina. Esta linearidad es clara en el caso de los siete
6rdenes que aparecen en la familia de planos reticulares (100) (Cap.
3, fig. 4). ta aparente desviacién de la reflexi6én 700 de la linea-
ridad puede explicarse debido a la contribucién de la reflexiSn %30
que aparece al mismo espaciado, ya gue h?+hk+k? tiene el mismo va -
lor en ambos casos. La representacifén &8 frente a b, muestra por -
otra parte (Cap. 3; fig. 5) un aumento paribolico, lo que sugiere

que las contribuciones de defectos de primera especie es desprecia-

ble.

pPara las direcciones (110], [210] y [310] 1los valores
obtenidos se ven afectados de mayor error al ser menor el nGmero de
reflexiones que aparecen en estas direcciones (Cap. 3, tabla II).
El conjunto de reflexiones investigadas muestra indicios de existen
cia de anisotropfa en D (tamafio del microcristal) auﬁque ésta no pa
rece muy acusada. El menor valor de D se obtiene en la direccién de
empaquetamiento m&s denso de la distribucién de proteinas, con una
fluctuacién entre planos g:o0=1.5% que suponemos asociada a irregu-
laridades en el empaquetamiento de la proteina B’:. Este valor es
del mismo orden de magnitud gue las fluctuacionés encontradas en po
limeros sint8ticos (18). Los valores g>i1» Y g310 Son ligeramente
mayores debido a que la distancia entre los planos respectivos son
menores que las correspondientes a los empaquetamientos en la direc
cién [@06]. El valor de gips puede deducirse también a partir de
las medidas independientes ée g210 Y J3te. Teniendo en cuenta que

d100/d210=2.65 y dioa/d310=3.6 1la ecuacién gue obtenemos viene
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dada por dgi¢o = gz210 2/2.65 Y dgieo0 = gaie 2/3.6 y los valores
de gio0 oObtenidos son 1,2% y 1.5% que no difiere en demasfa

del valor dado anteriormente.

Paracristalinidad en el caso de la MP implica un limitado
grado de orden restringido a algqunas distancias intermoleculares. E1l
desorden de la red aumenta con la distancia intermolecular siendo
proporcional a VN dénde N es el nfimero de vectores intermolecula-
res dentro del paracristal. De aqul gue los paracristales no pueden
tener un tamafio ilimitado a causa de que al aumentar el nfmero N de
planos reticulares la fluctuacifn aumenta. El tamafio de los dominios
th£=Nahk£ se refiere a la extensi6n de la estructura sobre la cual
la fluctuacibn entre planos alcanza el valor de la separacibn entre

planos.

Matem&ticamente esta relacifn entre nfimero de planos N y

fluctuacién g viene dada por la ley empirica de a*:
a* = VN g |1}

dénde a* es una constante que varfa entre 0,1 y 0.2 para diversos

materiales.

En el caso de la MP obtenemos para a* a partir de los va-
lores de N y g en la direccién [}06] el valor 0.06. En la direccién
[210] oa*=VN g/2 se obtiene el valor 0.075 y en la [310] dénde
a*= VN g/3 se obtiene 0.09. El valor promedio a*=0.080.1 muestra
que también es este caso hay un lfmite en el nfimero de planos que

difractan coherentemente de acuerdo con esta ley empfirica.

Teniendo disposiciones intermoleculares mis desordenadas

que las que existen en el estado cristalino, las estructuras para -



- 121 -

cristalinas son presumiblemente m8s reactivas. Asf pensamos que est§
estructura en la MP estf relacionada con la eficacia en el desarro -
1lo de su funcién de transporte de protones entre ambos lados de 1a

membrana.

Las distorsiones pueden ser causadas en el caso de la MP
por la incorporacifn de distorsiones conformacionales en cualquiera
Ae las tres dimensiones espaciales de la molécula de proteina y/oc a

través de un empaquetamiénto irregular de proteinas y 1fpidos.

4.2.2. pistorsiones de empaquetamiento

El espaciado en la direccifén meridional en membranas -
de MP orientadas presenta variaciones que oscilan entre 48 y 53 i.
Henderson (2) fué el primero que describib esta variaci%n y la atri-
buye a diferentes distancias de contacto entre membranas adyacentes

dentro del empaquetamiento.

La presencia de s8lo tres 6rdenes de periodicidad con es-
paciado 49 R/h {con h=1,2,4) y el aumento de su anchura integral al
aumentar el orden, sugiere un empaquetamiento imperfecto de membra -
nas que puede ser descrito satisfactoriamente usando el concepto de
paracristal. Estudios de este tipo se han realizado en otras membra-
nas biol6gicas, tales como la membrana del eritrocito humano (19),
membrana de la mielina del nervio (20-21)y membrana de mitocondria(22)
mostrando la ventaja de este tipo de tratamiento al permitir separar
la informacién concerniente a la celdilla unidad de la referente a

la red.

En la MP a partir de la representaci&n §B8-b? que puede

observarse (Fig. 12, Cap.3) hemos calculado los valores de N=14, g=4.5%
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D=680 y a*=0,17. Es de notar que los valores de la fluctuacibn entre
membranas g y la longitud de los dominios que difractan coherentemen
te D, son del mismo orden de magnitud que los detectados en otras
membranas modelo (24,25). E1 valor N=14 es consistente con el valor
de la funcibén Q, calculada independientemepte, la cual se iguala a
cero después de 14 periodos (Cap. 3, fig.ﬁS) lo que corresponde a em

pagquetamientos de 14 unidades. La ley empirica de ao* tambi&n se man-

tiene en esta ocasibn.

Hinchamos capas de membranas en una atmésfera al 100% de
humedad durante 25h resultando entonces que la distancia entre mem -
branas aumenta hasta 53.2 g sugiriendo que ocurre un pequeiio efecto
de hidratacién. Paralelamente a este aumento en el espaciado hemos
observado, en la anchura integral de esta periodicidad, un aumento
que va desde 1.9x107° i"‘ a 2.7x107° i—%. Este resultado indica
que la penetracifn de pequefias cantidades de agua entre membranas ad
yacentes es suficiente para provocar una disminucién en la longitud

+

de los dominios que difractan. La ley a*=g N° ya nos anticipa que

cuanto menor es D, mayores serén las distorsiones g a lo largo del
paquete de membranas. De hecho usando las ecuaciones Er|34]y @41|I
se deduce un valor de N=9 y g=6% para MP hinchada, evidenciando un

claro aumento de las fluctuaciones entre membranas.
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4.3. Distribucibn de BR en la MP

Los modelos presentados de ordenaci6én de BR en la MP (Cap.
3.2) dan una interpretacibn razonable de los espaciados y de la dis-
tribucifn de intensidad que aparece en la direccifn ecuatorial en el
diagrama de difraccibn., Los cdlculos realizados parecen favorecer el
modelo de empaquetamiento compacto de tres proteinas en los vértices
de una red hexagonal (Cap. 3, Fig. 7 ). Esto no es concluyente debi-
do a las distorsiones que hemos visto existen en el empagnetamiento
Y que pueden modificar los resultados. Por otra parte los cilculos
realizados no excluyen totalmente la posibilidad de existencia de un
hueco o poro ocupado por 1fpidos, entre las proteinas que forman el
trimero. Las posiciones de los miximos calculadas con uno y otro mo-
delo se mantienen en los dos casos con pequefias desviaciones y la re
lacién de intensidades aunque favorece el modelo de empaquetamiento
compacto, en el caso del m&ximo centrado a 0.65 AT se ajusta mejor
al considerar un canal de 5.5 i de radio entre las proteinas en el

trimero.

En el tercer modelo que se presenta (Cap. 3.2) se parte de
~1la estructura del mondmero, molécula de BR, y de acuerdo con Engelmanﬁ
y Henderson (26,25) se le considera formado por 7-o-hé&lices dispues-
tas perpendicularmente al plano de la membrana, agrpadas en trfmeros
en los vé8rtices de una celdilla hexagonal. En este caso la distribu-
cibn de intensidad en el diagrama de difraccifn se ajusta bien hasta
0.15 27! con la excepcién de la reflexibn 430 que aparece a 0.11 AT?

cuya fuerte intensidad todavfa no se ha explicado a que hechos estruc

turales responde.

La estructura de una o-hélice puede representarse en prime
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ra aproximacifn por un cilindro s6lido o varilla (28), esta aproxima
ci6n puede parecer algo dréstica sobre todo teniendo en cuenta que
en la proteina los segmentos a-hélice no estin desconectados entre
sf, sino ligados mediante la cadena de polipéptidos que constituye
el esqueleto de la proteina y contribuye indudablemente a que la di-
ferencia de densidad electrbnica entre los segmentos a-hélice y el
medio entre segmentos se reduzca. Demuestra sin embargo su validez
al considerar la organizacifn de oa-h&lices en el monémero y observar
que la funcibn intensidad calculada en este caso presenta s6lo un md
ximo a 10 R, y su perfil ajusta perfectamente el halo experimental

centrado a este espaciado.

Los calculos realizados apoyan la idea de BR formada por
7-a-h€lices que se extienden perpendicularmente al plano de la mem -
brana, idea todavia en discusién (29) pues las proteinas de membrana
cémo grupo, tienden a tener una estructura mis irregular. Serfa de
esperar, sin embargo, a causa de esta estructura helicoidal, la apa-
ricibén de estratos en el diagrama de difraccifn. Lo que se observa
es una fuerte intensidad en la regién ecuatorial y una ausencia de
intensidad casi total en las regiones superior e inferior de esta
banda. El1 desorden existente en la direccibén perpendicular al plano
de la membrana puede ser una explicacién a esta ausencia de intensi-

dad en los cuadrantes del diagrama.
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4.4. pPerfil de densidad electrbnica de la MP

La aplicacién del método iterativo de ajuste de la funcibn
Qexp usando funciones gaussianas sirve para determinar caracterfisti-
cas estructurales a resolucién baja y media. Los detalles mis finos

que pueden observarse dependen de b a

max el punto para el cual se anu-

la la intensidad difractada. La resolucibn viene dada por Ax=1/2bmax
y suele estar entre 8 y 25 i seglin el espaciado al que aparezcan las
dltimas reflexiones, siendo en el casc de MP de 12 ;. No puede espe-
rarse de este método que sirva para determinar posiciones atSmicas,

tan s6lo detalles tales como espesnr de las membranas, estratos de

proteina o grupos de cabezas polares de la bicapa lipfdica, es decir,
s6lo se puede resolver el perfil de densidad electr6nica de regiones

caracterfsticas de 1la membrana.

ﬁn efecto destacado del mé&todo empleado es la redistribu-
cién del contenido de informacién del perfil de intensidad durante
el procesoc de la transformacibén de Fourier. La parte de informaci6n
concerniente a la estructura de la celdilla unidad se-concentra en

el intervalo m8s interno de la funcifn Qex intervalo en el cual se

pr
refina el modelo propuesto. Otras ventajas de este ajuste es que el
intervalo de muestreo de la funcién Qexp puede reducirse tanto como
se quiera sin influenciar negativamente el proceso de aproximacién

como ocurre en otros casos (30,31) y gque las distorsiones que ocu -
rren en el empaquetamiento son tenidas en consideracifn y cuantifi-

cadas.

El principal problema que se plantea al usar este m&todo
es el de la unicidad de la solucibn. Siempre que se usa el m&todo

de la funcidén Q se obtienen dos solucilones po(x) Yy p°(~x) debido a
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dque su cuadrado de convolucibn es el mismo, dando funciones Q idénti
cas (11). La Fig. 1 muestra oo(x) y'po(-x) para el caso de MP

(cap. 3, Fig. 14). Esta indeterminacién es inherente al método y fi-
sicamente corresponde a la translaci6n del crigen de la celdilla uni
dad al espacio intermembranas. La eleccifn entre estas dos estructu-
ras po(x) Yy po(—x) se hace atendiendo a factores relevantes funciona
les dando preferencia a la estructura positiva. En nuestro caso y de
bido al m&todo de desconvolucifn empleado al ajustar la funcién Qexp
en el intervalo o<x<L tenemos el hecho de que hay dos conjuntos de
parimetros con los cuales puede aproximarse. La eleccibn de una solu
cibn (Cap. 3, Fig. 14) se ha hecho en base no s6lo al mayor grado de
dproximacibén dado por Rq=0.002 sino también debido a que el valor de
14 fluctuaci6n paracristalina obtenida con este modelo g=6.9% se acer
ca considerablemente al valor obtenido independientemente en la re --
presentacién 68 frente a b2 que nos da (4.5:0.7)% siendo en la cota de
error de 5.2%. Por otro lado este valor de g es del orden del obteni
do en otras membranas como es el caso de la membrina de la mielina
(32) para la cual el vialot g=4%, también en membrana; nodelo de -
cerebr8sidos (24) se ha obteniéo para g el valor 4,2%.

Frente a esto la solucifn que se presenta en la Fig. 15, Cap. 3, nos
da un valor de g=10% al mismo tiempo que un valor de vg=04m5 mayor
que el anterior. Mas que una decisifn final de si uno de los perfi -
les dados en el Cap. 3.3. en la solucibn cnrrecta al perfil de denslu
dad de la MP, pensamos que lo que tienen en comfin ambos perfiles si
debe ser caracterfstico de la membrana. Asi la existencia de una es-
tructura de bicapa en la membrana parece fuera de dudas razonables.

En ambos casos se observa un perfil con tres picos de signo positivo

y dos de signo negativo. La distancia entre los picos mis externos
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correspondiente a la separacifn de los grupos de cabezas polares de
los lipidos en la bicapa es en ambos casos de 42 ;, La amplitud del
pico interior puede variar entre los considerados en las Figs. 14 y
15 del Cap. 3 pero de cualquier manera demustra que existe una con-
tribucifn importante en la regifn central de la membrana y segln ex
perimentos de localizacifn bioquimica (33) actualmente se piensa
que existen cantidades de proteina en el interior de la membrana,
esto es que la proteina atraviesa la membrana. Tambi&n en ambos ca-
sos la anchura del perfil es de 70 5 y la funcién de Qo(x) se anula
a esta distancia lo que indica que el espesor de la membrana es de
ese orden. La distancia de empagquetamiento 50 R serfa explicable en
tonces de acuerdo con Blaurock (34) debido a que las proteinag que
sobresalen de la bicapa lipfdica en membranas vecinas se entrecru -
zan en el proceso de empaquetamiento dando lugar a esta disminucibn

del espaciado en el diagrama de difraccién.
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CONCLUSIONES

- Las mol&culas de proteina BR estfn empaquetadas segfin
una celdilla hexagonal de dimensiones a = 61.45 y
-]
c = 48.9 A que contiene tres moléculas por celdilla

unidad.

- Hemos encontrado cuatro nuevas reflexiones en la direc
cién ecuatorial con espaciados 6.81, 6.65, 6.51 6.05 R;
los Indices asignados a estas reflexiones son 540, 800,

720 y 640 respectivamente.

- La membrana PGrpura se comporta cfmo un Paracristal.
El pardmetro de fluctuacibn entre planos cristalogr&fi
cos g en las direcciones [oo] y [001] es 1.5% y 4.5%
respectivamente. En consecuencia el nfimero de planos N
que difractan coherentemente en estas direcciones cris

talogr&ficas es 16 y 14.

- El hinchamiento de la MP provoca un aumento de la para
cristalinidad en la direccibn [boi]. Los valores encon

trados son g = 6% y N = 9.,
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tos vértices de la celdilla hexagonal vienen ocupados
por tres mol&culas de proteina. El perfil de intensi-
dad calculado a partir de este modelo ajusta satisfac
toriamente el perfil de’intensidad en la direccién

ecuatorial.

En el andlisis de la posiciébn e intensidad del halo

B . o
qlie dpdrecé a 10 A lo hemos correlacionado con la dis
tancia promedio entre los siete segmentos de o-hé&lice

de la molécula.

El anflisis de la 1ntensidéd en la direccifnr meridio-
nal nos ha permitido calcular el perfil de intensidad
electrbnica. Las dos soluciones obtenidas ﬁos propor-—
cionan una distancia entre grupos de cabezas i}pidicas
de 42 i y un espesor de membrana de 70 i. La parte in
terior del perfil de densidad indica claramente que

las moléculas de proteina atraviesan el planc de mem-

brana.





